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Résumé

Ce travail contribue a la valorisation in vitro de la partie racinaire de Glycyrrhiza glabra L.,

plante médicinale largement utilisée dans la médecine traditionnelle.

Le screening phytochimique des molécules bioactives a révélé une abondance significative de
composés phénoliques dans 1'extrait éthanolique des racines de réglisse, notamment les phénols,

les tanins, les saponines, les terpénoides, les alcaloides et les quinones libres.

L’étude antimicrobienne a révélé que 1’extrait éthanolique des racines de réglisse posséde un
effet antimicrobien significatif contre les souches de référence testées, avec des zones

d’inhibition comprises entre 19+0,3 mm et 29+0,5 mm.

La solution hygiénique formulée a partir de cet extrait a montré un potentiel antimicrobien sur
la croissance des germes pathogenes a l'origine des infections du pied diabétique, avec des

zones d'inhibition trés importantes variant entre 13+0,3 mm et 49+0,1 mm.

En outre, la solution hygiénique a prouvé une efficacit¢ anti biofilm contre les souches

microbiennes Staphylococcus aureus cliniquement isolées.

L’étude de I’activité antiradicalaire par la méthode de réduction des radicaux libres (DPPH) a
révélé une activité modérée pour I’extrait éthanolique, comparativement a 1’acide ascorbique,

avec un EC50 égal 133 pug/ml et 877 pg/ml respectivement.

Les résultats de cette étude suggérent que les racines de la plante Glycyrrhiza glabra L.
peuvent étre considérées comme une source puissante de principes actifs utilisés intensivement

dans I’industrie pharmaceutique.

Mots clés : Glycyrrhiza glabra L., Extrait éthanolique, Solution hygiénique, Ulcere du pied

diabétique, Staphylococcus aureus.



Abstract

This work contributes to the in vitro valorization of the root part of Glycyrrhiza glabra L., a

medicinal plant widely used in traditional medicine.

Phytochemical screening of bioactive molecules revealed a significant abundance of
phenolic compounds in the ethanolic extract of licorice roots, including phenols, tannins,

saponins, terpenoids, alkaloids and free quinones.

The antimicrobial study revealed that the ethanolic extract of licorice roots had a significant
antimicrobial effect against the reference strains tested, with zones of inhibition ranging from

19+£0.3 mm to 29+0.5 mm.

The hygienic solution formulated from this extract showed antimicrobial potential on the
growth of pathogenic germs causing diabetic foot infections, with very significant zones of

inhibition ranging from 13+0.3 mm to 494+0.1 mm.

In addition, the hygienic solution demonstrated antibiofilm efficacy against clinically

isolated Staphylococcus aureus microbial strains.

Investigation of free radical scavenging activity by the DPPH method revealed moderate
activity for the ethanolic extract, compared with ascorbic acid, with EC50 equal 133 pg/ml

and 877 ug/ml respectively.

The results of this study suggest that the roots of the Glycyrrhiza glabra L. plant can be
considered a potent source of active ingredients used extensively in the pharmaceutical

industry.

Key words : Glycyrrhiza glabra L., Ethanolic extract, Hygienic solution, Diabetic foot ulcer,

Staphylococcus aureus.
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Glossaire

Neuropathie diabétique : est une atteinte des nerfs causée par un diabete mal
controlé, qui se manifeste par une perte de sensibilité, des douleurs, des picotements

ou une faiblesse, surtout au niveau des pieds et des mains.

L’ischémie : est un manque d’apport sanguin suffisant a un tissu, généralement di a
une obstruction ou une réduction du débit sanguin dans une artére, ce qui prive les

cellules en oxygene et nutriments essentiels a leur survie.

L’artériopathie des membres inférieurs : est une maladie chronique des artéres
caractérisée par un rétrécissement ou un blocage des artéres des jambes,
généralement causé par 1’athérosclérose. Elle entraine une diminution de 1’apport
sanguin vers les membres inférieurs, pouvant provoquer des douleurs a la marche
(claudication intermittente), des plaies qui cicatrisent mal, voire des amputations

dans les cas graves.

Médiacalcose : est une calcification de la paroi moyenne (média) des arteéres,
caractérisée par un dépdt de phosphate de calcium sous forme de cristaux
d’hydroxyapatite dans les cellules musculaires lisses de 1’artére. Elle entraine une
rigidification des vaisseaux sans obstruction du flux sanguin, contrairement a
I’athérosclérose. FElle est surtout associée au diabéte, a 1’insuffisance rénale

chronique et au vieillissement.

Pied de charcot : ou neuro-ostéoarthropathie diabétique, est une complication
sévere liée a une neuropathie périphérique. Elle se caractérise par une
déminéralisation osseuse, des fractures spontanées et des déformations articulaires
du pied, en I’absence de douleur, conduisant ouvrent a un effondrement du squelette

plantaire et a un risque majeur d’ulcération et d’amputation.

Ostéite : est définie comme une infection qui s'est étendue a l'os. Il s’agit souvent
d'une infection chronique, difficile a traiter en raison d'une circulation sanguine

réduite au niveau de 1'os, aggravée par l'artériopathie des membres inférieurs.

Ulcération : est une perte de substance profonde de la peau ou des muqueuses,
atteignant les couches sous-jacentes comme le derme, et nécessitant souvent des

soins spécifiques pour cicatriser.



e Phase planctonique : désigne 1’état libre et mobile des bactéries dans un milieu

liquide, avant leur adhésion a une surface.
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Introduction

Le diabéte est un véritable probléme de santé publique et se présente comme 1’une des
maladies les plus graves associées par les infections du pied (IPD). Cette infection entraine
parfois des hospitalisations prolongées, un risque d’amputation accru et un role crucial dans la
mortalité (Wukich et al.,, 2013 ; Khomri et al., 2024) . Par ailleurs, elle altére gravement la
qualit¢ de vie par ses douleurs, son anxiété, sa dépression et son isolement

social.(Senneville et al., 2024).

La réglisse, connue sous le nom Glycyrrhiza glabra L. désigne une plante vivace de la
famille des Fabacées que 1'on trouve en Eurasie, notamment au sud de I'Europe et en Asie
Centrale ou elle est particuliecrement répandue en Iran. C'est une plante médicinale
particuliérement connue, dont I'emploi s'étend a I'alimentaire et a la pharmacie. Elle est aussi
dotée de qualités quasi miraculeuses grace a certaines de ses substances comme 1’acide
glycyrrhizique, la glabridine, la liquiritine et la liquiritigénine qui possédent diverses
propriétés pharmacologiques : antioxydantes, anti-inflammatoires, antivirales, hépato-

protectrices et effets antiproliférateurs (Esmaeili ez al., 2019).

A partir de 13, et a la lumicre de ce qui précede et face a 'augmentation des infections
du pied diabétique causée par des pathogeénes résistants comme Staphylococcus aureus,
comment exploiter les propriétés bioactives de Glycyrrhiza glabra L, pour développer une

solution hygiénique efficace ?

L’objectif de la présente étude est de valoriser les racines de Glycyrrhiza glabra L. en
tant que produit de soin pour les infections et d’étudier leur potentiel dans le maintien de

I’hygiéne des pieds diabétiques :

e Extraction, caractérisation phytochimique, et étude de 1’activité biologique et
pharmacologique des molécules bioactives des racines de Glycyrrhiza glabra L.

e FEtude in vitro des activités biologiques de I'extrait éthanolique de Glycyrrhiza glabra
L., incluant l'activit¢ antimicrobienne, le potentiel anti biofilm et le pouvoir

antioxydant.
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Introduction

Le manuscrit est scindé sur trois grands chapitres : le premier chapitre représente une
synthése bibliographique qui porte sur la description de la plante Glycyrrhiza glabra L.,
I’infection du pied diabétique ,le mode d'action des biomolécules ; le deuxieéme chapitre est
consacré a l'expérimentation appliquée, décrivant le matériel végétal, la méthode
d'extraction, le screening phytochimique et les méthodes d'évaluation des activités
biologiques et pharmacologiques ; et le dernier chapitre comprend les résultats et discussion
relatifs aux différents tests pratiqués. En fin, une conclusion générale basée sur I'ensemble des

résultats obtenus et chimiques et pharmaceutiques de la recherche.
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Chapitre 1 Synthése Bibliographique

I.1. Présentation de I’espéce Glycyrrhiza glabra L.

Glycyrrhiza glabra L. est le nom scientifique de la réglisse. Il s'agit d'une plante vivace
de la famille des fabacées (Bahmani et al., 2015).Son nom provient des mots grecs glykys,
qui signifie doux et rhiza, qui signifie racine (Bisht et al., 2022).Tandis que le nom de
l'espece glabra fait référence aux enveloppes lisses et provient du mot latino glaber, qui
signifie nu ou lisse (Batiha et al, 2020), Glycyrrhiza glabra L. prospére dans les climats
subtropicaux, sur des sols fertiles, profonds et bien drainés et nécessite une exposition au

soleil (Omar et al., 2012).
I.1.1. Nomenclature

Etymologiquement, I’existence du nom Glycyrrhiza dans différentes cultures lui confére

plusieurs noms vernaculaires (Esmail Al-Snafi, 2018).
e Nom Botanique : Glycyrrhiza glabra L.
e Arabe : Irq al-siis, ;s 5=
e Anglais : Licorice, Licorice-root, Liquorice
¢ Francais : Réglisse
e Italien : Liquirizia

I.1.2.Classification du genre Glycyrrhiza

D’aprés 1’étude de Bashir (2019), Glycyrrhiza glabra L. est classée scientifiquement
comme suit :
e Régne : Plantae
e Sous-régne : Tracheobionta
e Super division : Spermatophyta
e Division : Magnoliophyta
e Classe : Magnoliopsida
e Sous-classe : Rosidae
e Ordre : Fabales
e Famille : Fabacea
o Genre : Glycyrrhiza

o Espéce : Glycyrrhiza glabra
Page | 3



Chapitre 1 Synthése Bibliographique

1.1.3. Description botanique de Glycyrrhiza glabra L.

I1 existe plus de 30 especes du genre Glycyrrhiza largement répandues dans le monde
entier (Rizzato et al., 2017). Glycyrrhiza glabra L. est une plante vivace herbacée pouvant
mesurer jusqu'a 1 m. Ses feuilles pennées font 7 a 15 cm de long. Ses fleurs, pourpres ou
bleu pale, sont hermaphrodites et regroupées en inflorescences. Son fruit est une gousse

oblongue de 2 a 3 cm contenant plusieurs graines (Pastorino ez al., 2018).

Figure 1 : Différente partie de la plante Glycyrrhiza glabra L. (Dastagir et Rizvi, 2016).

a : Feuille ; b : Fruit ; ¢ : Racine ; d : Fleur

I.1.4. Origine et répartition géographique

Glycyrrhiza glabra L. est une plante méditerranéenne largement cultivée en Asie du
Sud-Est. Elle se développe entre les latitudes 30°et 45°nord, s'étendant du sud de I'Europe
jusqu'a I'Asie centrale. Parmi les principaux pays I'Iran, le Pakistan, I'Afghanistan, 1'lrak, la
Chine, le Turkménistan, I'Azerbaidjan, 1'Ouzbékistan et la Turquie. Cette plante est
¢galement cultivée a grande échelle en Angleterre, en Belgique, en France, en Gréce, en
Italie et en Allemagne. En Iran, elle se trouve dans différentes régions, notamment a I'est, a

l'ouest et au centre du pays (Bahmani et al., 2015).

I.1.5. Profil phytochimique

La réglisse est utilisée depuis 1’antiquité pour ses vertus médicinales et culinaires.

Aujourd’hui, ses bienfaits sont confirmés par les recherches scientifiques qui s’intéressent a
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ses différents principes actifs. Le tableau suivant résume les principaux composés bioactifs

identifiés dans la réglisse (Tableau I).

Tableau I : Profil phytochimique de Glycyrrhiza glabra L.

Protéines, pectine, lipides, sels miné-
Métabolites | raux (Husain et Ahmad, 2015 ;Esmail Al-
Primaires | Snafi, 2018).
Huiles essentielles : Linalool, eugénol, ané- OH
Composants | thole (Chouitah er al, 2011 ; Esmail Al- gﬁ
volatiles | Snafi, 2018). !
naturels Linalool
Saponines triterpéniques : Acide glycyr-
rhizique (glycyrrhizine), acide liquiritique, <
glycyrretol, glabrolide }b’—
(Isbrucker et Burdock, 2006; Esmail Al- 2
Snafi, 2018; Pastorino et al., 2018). =<
Acide glycyrrhizique
(Rasool et Dar, 2025)
Flavonoides et chalcones : Liquiritine, li-
quiritigénine, isoliquiritigénine, glabridine,
Métabolites formononétine
secondaires | (AS! ¢t Hosseinzadeh, 2008 5 Husain et | .. . iane Jiquiritigénine

Ahmad, 2015 ; Esmail Al-Snafi, 2018).

(Rasool et Dar, 2025)
Composés phénoliques : Tanins, couma- /
rines (herniarine, ombelliférone) ; S > :
(Asl et Hosseinzadeh, 2008 ; Husain et
Ahmad, 2015 ; Esmail Al-Snafi, 2018). ¢
Coumarines
(Rasool et Dar, 2025)
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Chapitre 1 Synthése Bibliographique

Stérols et stéroides : Béta-sitostérol, stig-

masterol

(Husain et Ahmad, 2015 ; Esmail Al-

Snafi, 2018). Béta-sitostérol.
Meétabolites (Rasool et Dar, 2025)
secondaires

Alcaloides et glycosides : Divers composés
Lo ]

cHg
bioactifs (Husain et Ahmad, 2015 ; Esmail H="‘-“-\.~..)jj|:'*‘>
02\&1 w7

1
S
La caféine (Alcaloides)

Al-Snafi, 2018).

I.1.6. Propriétés pharmacologiques et intéréts thérapeutiques

Des investigations biologiques et pharmacologiques de Glycyrrhiza glabra L.
ont ¢ét¢ rapportées par plusieurs chercheures révélant plusieurs activités biologiques

(Figure 2).

Activité
anti-microblenne

Activité
anti-cancérouso

G e
1T i)
S
trouble ’
respiratoire e e M = risque hémorragique
/ .:::::’\g/ -

activité antl
Iinflammatoiro

carie dentaire .. °

o
<

P | {
o~
"o o,

hépato protoctive activitée
cytotoxiquo

Figure 2 : Activités biologiques de Glycyrrhiza glabra L.
(Wahab et al.,2021).
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Tableau II : Propriétés pharmacologiques et intéréts thérapeutiques.

Activité

pharmacologique

Molécules

bioactives

Intérét

thérapeutique

Références

bibliographiques

Glycyrrhizine, Prévention du stress (Hasanein, 2011 ;
Glabridine, oxydatif et des maladies Kumar et Dora, 2017 ;
Antioxydante Liquiritigénine, neurodégénératives Rasool et Dar, 2025 ;
Isoliquiritigénine, (Alzheimer, Parkinson) Vijapur et al., 2025)
Hérniarine,
Ombelliférone,
Béta-sitostérol,
Stigmasterol
Glycyrrhizine, Traitement des maladies (Hasanein, 2011 ;
Acide glycyrrhi- inflammatoires chroniques | Kumar et Dora, 2017 ;
zique, (arthrite, maladies Rasool et Dar, 2025
Anti- Alpha-terpinéol, auto-immunes) Vijapur et al., 2025)
inflammatoire Saponines triter-
péniques
Glycyrrhizine, Régulation du métabolisme (Hasanein, 2011;
Antidiabétique | Acide glycyrrhi- | glucidique, amélioration de la | Kumar et Dora, 2017 ;
zique, Glabridine, sensibilité a l'insuline Rasool et Dar, 2025 ;
Saponines Vijapur et al., 2025)
Licochalcone A, Traitement des Infections (Hasanein, 2011 ;
Alpha-terpinéol, bactériennes et fongiques, Kumar et Dora, 2017 ;
Antimicrobienne Hérniarine, prise en charge des Rasool et Dar, 2025 ;
Ombelliférone, Infections du pied Vijapur et al., 2025)
Furfuraldéhyde Diabétique
Glycyrrhizine, Accélération de la (Hasanein, 2011 ;
saponines, cicatrisation des plaies, Kumar et Dora, 2017 ;
Cicatrisante
Alpha terpinéol traitements des ulcéres Rasool et Dar, 2025 ;

cutanés

Vijapur et al., 2025)
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Neuroprotectrice

Glabridine,
liquiritigénine,

isoliquiritigénine

Prévention des maladies neu-
rodégénératives, amélioration

des fonctions cognitives

(Hasanein, 2011 ;
Kumar et Dora, 2017 ;
Rasool et Dar, 2025 ;
Vijapur et al., 2025)

Hépatoprotectrice

Glycyrrhizine,
acide
glycyrrhizique,

Béta-sitostérol

Protection du foie contre les

toxines et les hépatites virales

(Hasanein, 2011 ;
Kumar et Dora, 2017 ;
Rasool et Dar, 2025 ;
Vijapur et al., 2025).

Hypocholestéro-

lémiante et

Béta-sitostérol,

Réduction du risque cardio-

vasculaire, prévention de

(Hasanein, 2011 ;
Kumar et Dora, 2017 ;

Stigmastérol ’athérosclérose Rasool et Dar, 2025 ;
Cardioprotectrice .
Vijapur et al., 2025).
Glycyrrhizine, Protection de la muqueuse (Hasanein, 2011 ;
C acide gastrique, inhibition Kumar et Dora, 2017 ;
Antiulcéreuse
glycyrrhizique d’Helicobacter pylori Rasool et Dar, 2025 ;
Vijapur et al., 2025).
Glycyrrhizine, Prévention de la formation de (Hasanein, 2011 ;
isoliquiritioéni i i Kumar et Dora, 2017 ;
Antithrombotique isoliquiritigénine caillots sanguins
Rasool et Dar, 2025 ;
Vijapur et al., 2025).
Inhibition de la (Hasanein, 2011 ;
Glycyrrhizine, prolifération tumorale, Kumar et Dora, 2017;
) Isoliquiritigénine réduction des effets Rasool et Dar, 2025 ;
Antitumorale Vijapur et al., 2025).

secondaires de la

chimiothérapie
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I.2. Définition du pied diabétique

Selon le Consensus international (IWGDF - International Working Group on Diabetic Foot)
de 2007 définit le pied diabétique comme une infection, ulcération ou destruction des tissus
profonds du pied, associée a une neuropathie et/ou un artériopathie périphérique des
membres inférieurs chez le diabétique. On regroupe sous le terme « pied diabétique »
I’ensemble des manifestations pathologiques atteignant le pied et directement en rapport

avec la maladie diabétique sous-jacente (Mathieu, 2014).

1.2.1. Définition de I’infection du pied diabétique

L'infection du pied diabétique (IPD) représente une complication sérieuse chez les

individus souffrant de diabéte sucré (Wukich et al., 2013).

L'infection du pied diabétique est caractérisée comme une infection affectant les
tissus mous et/ou les structures osseuses du pied chez un individu atteint de diabete,
généralement due a une plaie infectée chronique, qui est exacerbée par la neuropathie et

l'ischémie (Pitocco et al., 2019).

1.2.2.Physiopathologie

Le pied diabétique, une complication grave du diabéte chronique, est surtout causée
par des atteintes nerveuses (neuropathie) liées a une hyperglycémie prolongée. Cette
neuropathie provoque une perte de sensation, des déformations du pied et un
dessechement de la peau, ce qui favorise l'apparition de plaies indolores, souvent cachées
sous des zones de peau épaissies, appelées : mal perforant plantaire (Sultan et al., 2024).
En plus, la circulation sanguine est souvent diminuée a cause d’un artériopathie des
membres inférieurs (AOMI), parfois silencieuse, mais aggravée par une médiacalcose, ce
qui ralentit la cicatrisation et augmente le risque d'ischémie et de complications
cardiovasculaires. L'ensemble de ces troubles associ¢ a une immunité affaiblic (Bader,
2008), expose les patients a des infections graves qui peuvent évoluer rapidement vers des
atteintes osseuses, comme le pied de Charcot, et mener a une amputation. La neuropathie

reste au coeur de ce processus complexe (Perrier et al., 2016 ; Sultan et al., 2024).
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1.2.3. Infection du pied diabétique

Les infections du pied diabétique, fréquentes et graves, résultent de la colonisation des
ulceres par des agents pathogenes en cas de baisse des défenses immunitaires. Non traitées,
elles peuvent atteindre les tissus profonds et entrainer jusqu’a 50 % de risque d’amputation.
Environ 60 % des ulcéres infectés conduisent a une perte de membre, représentant une

cause majeure d’hospitalisation et de morbidité chez les diabétiques (Noor et al., 2015).
1.2.3.1. Agent étiologique incriminé dans les infections du pied diabétique

Les infections du pied diabétique sont souvent d’origine microbienne complexe, avec
des cas mono- ou polymicrobiens. Les pathogenes les plus fréquents sont Staphylococcus
aureus (38,4-41%), Pseudomonas aeruginosa (17,5-35%), Proteus mirabilis (2—18%) et
Bacteroides  fragilis (10,5%) (Abdulrazak et al., 2005 ; Sugandhi et
ArvindPrasanth,2014). Les bactéries a Gram positif comprennent principalement S. aureus,
Enterococcus faecalis et Streptococcus spp., tandis que les Gram négatif incluent E. coli,

Klebsiella pneumoniae, P. mirabilis et P. aeruginosa.

e Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, également connu sous le nom de staphylocoque doré¢, est une
bactérie Gram positive, de forme cocci, a catalase et coagulase positive, découverte en
1880 par Alexander Ogston (Larkin ef al., 2009 ; Gherardi, 2023). Elle se présente
typiquement sous microscope optique sous forme de grappes de raisin, immobile, non
sporulée et peut survivre en conditions aérobies et anaérobies facultatives (Walana et al.,
2020). Son habitat naturel est ’homme et I’animal, en particulier sur la peau et les
muqueuses externes, notamment nasales (Gherardi, 2023). Les cellules de S. aureus sont
sphériques, mesurant entre 0,5 et 1,5 um de diamétre (Sato et al., 2019). Il s’agit d’un
agent majeur d’infections cutanées, pouvant entrainer, dans les cas graves, une bactériémie
(Guo et al., 2024). Ces infections, souvent difficiles a traiter en raison de la résistance aux
antimicrobiens, sont associées a un taux de mortalité avoisinant les 20 % (Guo et al., 2024)
et font de S. aureus un pathogéne couramment impliqué dans les infections pied diabétique

(Dunyach-Remy et al., 2016).
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e Notion de Biofilm

Les biofilms sont des agrégats de cellules entourées d’une matrice polymérique
extracellulaire (Donlan et Costerton, 2002). Cette derniere, composée de polysaccharides,
d’ADN et de diverses macromolécules, varie selon les especes et I’environnement. Elle

assure la cohésion, la protection et 1’adaptation du biofilm (Harper et al., 2014).

Le biofilm peut se limiter a un réservoir bactérien, mais il peut aussi avoir un role actif
en favorisant une inflammation chronique ou en induisant des 1ésions tissulaires (Vestby et

al., 2020).

La formation du biofilm suit un processus en plusieurs étapes (Figure 3) : débutant par
une adhésion réversible des bactéries libres a la surface, suivie d’une adhésion irréversible et
de la production progressive de la matrice EPS. Le biofilm entre ensuite dans une phase de
maturation, caractérisée par 1’émergence de structures tridimensionnelles par courues de
canaux de circulation, avant de se disperser pour coloniser d’autres surfaces. Ces biofilms
peuvent se développer sur une grande variété de supports, notamment les dispositifs
médicaux tels que les cathéters, implants ou lentilles de contact, ainsi que sur les tissus
biologiques comme les muqueuses, la peau ou les dents, rendant leur élimination

particuliérement complexe en milieu clinique (Zhao et al., 2023).

o= = Planktonic bacteria =
- =
F Biofiim cell o
& Persistent cell

Dead cell
Polysaccharide
Lipid

DNA

Protein

G%O}f‘"'

A B C D E
Figure 3 : Etapes de la formation de biofilm (Zhao et al., 2023).

A : adhésion réversible ; B : Adhésion irréversible ; C : La production progressive de la matrice EPS ;
D : Maturation ; E : Phase de dispersion
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1.2.3.2. Résistance aux antibiotiques dans les infections du pied diabétique

La résistance aux antimicrobiens est reconnue comme une menace majeure pour la santé
publique, principalement due a [’usage excessif et inapproprié¢ des antibiotiques (Kandemir et
al.,2007). Chez les patients diabétiques atteints d’ulceres du pied, plusieurs facteurs favorisent
la colonisation par des micro-organismes multirésistants. Parmi les agents pathogénes
fréquemment isolés dans ces infections figurent Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa (Du et al., 2022 ; Moya-Salazar et al., 2023 ; Coskun et al.,
2024).

La menace croissante de la résistance aux antibiotiques rend les traitements
conventionnels de plus en plus inefficaces dans les infections du pied diabétique (Nazari et
al., 2025). Par ailleurs, Staphylococcus aureus semble développer plus rapidement une
résistance aux antibiotiques chez des sujets diabétiques que chez des sujets non diabétiques,
ce qui suggere une influence du contexte métabolique sur la dynamique de résistance (Shook

et al., 2025).

I.2.4.  Prise en charge et soin d’ulcére du pied diabétique

Aujourd’hui, les soins reposent sur les mémes bases : nettoyage local de la plaie avec
débridement, pansements maintenant un milieu humide, décharge de la zone 1ésée, bilan
vasculaire, traitement des infections actives et régulation de la glycémie (Lipsky et al., 2012 ;

Lavery et al.,2016 ; Bakker et al.,2016).

I.3. Mécanisme d’action des molécules bioactives
I.3.1. Activité antimicrobienne
Plusieurs auteurs ont montré que Glycyrrhiza glabra L. possede des propriétés
antimicrobiennes, notamment contre des bactéries Gram-positives tel que Staphylococcus

aureus et Bacillus subtilis et Gram-négatives comme Escherichia coli et Pseudomonas

aeruginosa (Gupta et al., 2008 ; Wang et al., 2015). L'activité antibactérienne observée est
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due a la présence de métabolites secondaires, a savoir des saponines, des alcaloides et des

flavonoides (Fukui et al., 1988 ; Wang et al., 2015).

Selon Chen et al., (2024), la Glycyrrhizine est un composé appartenant a la famille des
saponines, agit contre plusieurs bactéries résistantes aux antibiotiques, les mécanismes

d'action suivant :

e Bloque I’enzyme N-acétyltransférase aromatique (NAT) chez Klebsiella pneumoniae
et Helicobacter pylori. Cela réduit la résistance de H. pylori a la clarithromycine.

e Modifie la membrane bactérienne, permettant I’entrée de protons ou perturbant les
¢changes, ce qui affaiblit les cellules bactériennes.

e Les enzymes liées a la production d’énergie, freinant ainsi la croissance des bactéries
et leur capacité a produire des acides.

e Empéche les bactéries de s’attacher aux supports en inhibant 1’enzyme
Glucosyltransférase (GTase), essentielle a la formation de plaques dentaires.

e Réduire I’activité des pompes d’efflux chez P. aeruginosa, ce qui permet aux
antibiotiques de rester plus longtemps dans la cellule bactérienne et augmente leur

efficacité Figure 4.

A Klebsiella pneumoniae

Helicobacter pylori @ccesccccccnncas, :

R : Y s
\ & %
-

e . N e 7 Cell perforation O

"""""""""""""""" O G | *

transferase \_/
N-acetyltransferase r
Y : U

( DA :
l Biofilm formation l o
Decayed tooth

Membrane permeability

Bacterial survival

Pseudomonas aeruginosa }

Streptococcus mutans

Figure 4 : Mécanisme d’action antimicrobien (Chen et al.,2024).

A : Effet de la glycyrrhizine sur l'activité NAT des bactéries in vivo ; B : effet de la glycyrrhizine sur la formation de
biofilms ; C : effet de la glycyrrhizine sur la perméabilité de la membrane cellulaire bactérienne
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1.3.2.  Potentiel antioxydant

Les antioxydants sont des substances capables de donner un électron aux radicaux libres
pour les rendre inoffensifs et diminuer leurs effets nocifs (Tumilaar et al., 2023). Parmi ces
substances : les composés phénoliques et les flavonoides. L’activité antioxydante des
rhizomes (tiges souterraine horizontale) et racines de Glycyrrhiza glabra L. est liée a la
présence de divers composés comme les flavonoides (dérivés de I’apigénine, de la liquiritine,
des isoflavones méthylées et des chalcones), les saponines, les coumarines. Ces substances,
notamment les licochalcones A, B, C, D, I’échinatine, la glabridine, les hispaglabridines A et
B et la 4’-O-méthylglabridine, présentent une forte activité antioxydante. Elles inhibent
principalement la peroxydation lipidique, captent les radicaux libres et possedent un pouvoir
réducteur, contribuant a prévenir les dommages oxydatifs (Kim et al., 2008 ; Tohma et
Gulcin, 2010 ; Martins et al, 2015 ; Esmaeili ef al., 2019 ; Do Socorro Chagas et al.,
2022).
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I1.1. Lieux des expérimentations
11 s’agit d’une étude prospective, clinique et analytique, effectuée sur une période de Cinq
mois, allant de Février 2025 jusqu’a Juin 2025.

Ce travail a été¢ mené au sein de plusieurs structures scientifiques :

e Extraction et screening phytochimique : laboratoire de projet de fin d’étude
(PFE), faculté des sciences de la nature et de la vie, Universit¢ Blida 1 (Saad

Dahleb).

e Formulation de la solution antiseptique : laboratoires Venus, OuledYaich,

Blida.

Laboratoire de projet de fin d’étude (PFE) bloc E, Faculté¢ des sciences de la
nature et de la vie, Université Blida 1 (Saad Dahleb).

e Activité antioxydante : laboratoire de projet de fin d’étude (PFE), faculté des

sciences de la nature et de la vie, Université Blida 1 (Saad Dahleb).

e Activité antimicrobienne : laboratoire d’analyses médicales, unité microbiologie

¢tablissement Public Hospitalier TIRICHINE Brahim (EPH), wilaya de Blida.

e Etude clinique : Etablissement Public de Santé de Proximité d’Ouled Yaich, salle
de soins et de suivi des cas de diabete, Maison du diabéte Bounaama Djillali, et

service de médecine interne.

Type d’étude :

a) Etude pharmacologique : caractérisation des composés bioactifs de la plante,
détermination des effets biologiques, pharmacologique et les mécanismes d’action de
Glycyrrhiza glabra L., vis-a-vis de I’infection du pied diabétique.

b) Etude microbiologique : identification des germes pathogénes de type staphylocoque,
responsables de I’infection du pied diabétique.

¢) Etude du potentiel thérapeutique : ¢valuation de ’efficacité de Glycyrrhiza glabra L.

dans la prévention et le soin d’hygiene du pied diabétique.
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e Objectif

L’étude vise a évaluer in vitro les propriétés biologiques et phytochimiques des
racines de la plante médicinale Glycyrrhiza glabra L, pour traiter les infections du pied
diabétique.

L’extraction des racines de la plante a été réalisée avec de 1’éthanol a 96%, dans le but
de démontrer la présence de substances bioactives telles que les polyphénols, flavonoides,
tanins, saponines ...

L'objectif est d’évaluer I’efficacité pharmacologique d’une solution hygiénique a base
de Glycyrrhiza glabra L., en mettant en évidence ses propriétés antimicrobiennes et
anti-biofilm contre des agents pathogeénes résistants, dans le cadre de la prévention et du

traitement des infections du pied diabétique.

I1.2. Matériel biologique
I1.2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des racines de Glycyrrhiza glabra L., appartenant a la

famille des fabacées. Les racines ont été récoltées le 08 février 2025 a Chréa, wilaya de Blida.

| Feuilles

Tiges

Racines

Figure S : Racines de Glycyrrhiza glabra L. (Photo originale,2025).
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I1.2.1.1. Présentation du site de récolte

Chréa est une localité située dans la wilaya de Blida, en Algérie, a environ 15 km du
centre-ville. Perchée en altitude dans 1’Atlas tellien, elle est connue pour son climat
méditerranéen montagnard, avec des hivers froids, longs et souvent enneigés, et des étés doux
et secs.

L’identification de la plante a été faite au département de Biotechnologie, Faculté¢ des
sciences de la nature et de la vie Université Saad Dahleb Blida 1, par Docteur AKLI (MAA),

enseignant spécialiste en botanique.

I1.2.2. Souches microbiennes

L’activité antimicrobienne de I’extrait brut de Glycyrrhiza glabra L. a été évaluée sur
différentes souches bactériennes de référence appartenant de I’American Type Culture
Collection (ATCC). Ces souches ont été fournies par I’Institut Pasteur d’Algérie (IPA),
garantissant leur authenticité et leur tragabilité.

Tableau III : Souches microbiennes de référence (ATCC)

Espéce Nature Référence
Staphylococcus aureus Bactérie Gram + ATCC 25923
Escherichia coli Bactérie Gram - ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa Bactérie Gram - ATCC 27853
Enterococcus faecalis Bactérie Gram + ATCC 29212

(+) : Positive ; (-) : Négative ; ATCC : American Type Culture Collection

11.2.3. Population humaine étudiée

Des échantillons cliniques ont été prélevés par un simple écouvillonnage chez des patients
hospitalisés atteints d’un ulcére du pied diabétique. L’ensemble des malades ont bénéficient
des soins au niveau de service de médecine interne de 1’Etablissement Public Hospitalier

(EPH) TIRICHINE Brahim, Blida.

I1.3. Matériel non biologique
L’ensemble du matériel non biologique comprenant : de la verrerie, d'équipements,

d'appareils, de réactifs et de produits chimiques est regroupé en Annexe 1.
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11.4. Méthodes

Le schéma adopté pour réaliser cette étude est résumé par la figure ci-dessous :

Racines de Glycyrrhiza glabra L.

|

Extraction par macération a froid

l

Extrait

éthanolique

Formulation d’une solution
hygiénique antiseptique

Activité antimicrobienne
ATCC

[ Controéle microbiologique ]

\[ Activité antioxydante ]

\[ Contrdle Physico-chimique ]

[ Activité ]/
antimicrobienne

[ Potentiel antibiofilm ]/

Figure 6 : Organigramme de la démarche expérimentale.

I1.4.1. Préparation de I’extrait

Dans la présente étude, I'extrait éthanolique des racines de Glycyrrhiza glabra L. a été
préparé suivant un protocole opératoire, afin d’évaluer son potentiel d'action sur les infections
du pied diabétique. La méthode d'extraction a été utilisée selon le protocole décrit par (Stiani
et al., 2024).

e Traitement préliminaire des racines de réglisse

Les racines de réglisse récoltées (560 g) ont été soigneusement nettoyées pour éliminer les
débris, puis étalées sur un plateau et laissées sécher a 'ombre, a 'abri de la poussiére et dans

un endroit bien aéré. Le matériel végétal a ét€ découpé en petits morceaux et remué
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réguliérement pour assurer un séchage homogene. La durée de séchage a été de 7 a 10 jours,
permettant ainsi de préserver les molécules bioactives sensibles a la chaleur et a la lumicre.
Une fois séchées, les racines ont été broyées a I'aide d'un broyeur ¢électrique puis tamisées
afin d’obtenir une poudre trés fine et homogene. Cette dernicre a été soumise a une extraction
par macération a froid. Au total, (352 g) de poudre de Glycyrrhiza glabra L. ont été obtenus.
Cette poudre a ¢été conservée dans des bocaux hermétiques, a 1'abri de la lumiere et de

I'humidité.

Figure 7 : Procédé de préparation de la poudre des racines de Glycyrrhiza glabra L.
(Photos originales, 2025).

a : racines ; b : poudre ; ¢ : extrait éthanolique.

I1.4.2. Cinétique d’extraction et rendement

Parmi les nombreuses méthodes d’extraction connues, on a opté pour 1’extraction par
macération a froid, suivant le protocole établi par (Stiani ef al.,2024) avec quelques
modifications. Le procéd¢ d’extraction adopté consiste a macérée a froid 100g de poudre
végétale dans un volume de 500 ml d'éthanol a 96%. Ce mélange a été soumis a une agitation
continue pendant une durée de 72h a température ambiante. Le filtrat obtenu a été soumis a
une ¢vaporation controlée a une température de 90°C a l'aide d'un évaporateur rotatif.

L’extrait ¢thanolique de Glycyrrhiza glabra L. a été¢ soigneusement conservé dans des
flacons en verre secs et stériles, a I'abri de la lumicre et a une température de 4°C, comme

représenté dans la figure 8.
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. )
4 A\

Filtration Evaporation 90°C Extrait éthanolique

Figure 8 : Procédé d’extraction (photos originales, 2025).

11.4.3. Calcul du rendement
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement est défini comme étant le rapport entre
le poids de I’extrait sec obtenu et le poids de matiere végétale utilisée.

I1 est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

Rendement d’extraction % = [P1-P2/P3] x 100

= P1: Poids du ballon aprés évaporation.
= P2 : Poids du ballon vide.

= P3: Poids de la matiere végétale seche de départ.
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I1.4.4. Screening phytochimique

Le processus de screening phytochimique appliqué sur la matiére végétale repose sur des
réactions de précipitation ou des réactions colorimétriques. Ces analyses visent a mettre en
¢vidence la présence ou l'absence de principes actifs tels que les tanins, les alcaloides, les
flavonoides, les saponines.

L'objectif de ces tests est de déterminer la composition chimique des racines de la plante

Glycyrrhiza glabra L.

e Mise en évidence des flavonoides

Une quantité de 1,5 a 2 g de poudre d'échantillon est mélangée avec 2 ml de solution de NaOH
a 2%. La formation d'une couleur jaune intense indique la présence de flavonoides. Ce résultat est
confirmé par la disparition de la couleur jaune aprés l'ajout de quelques gouttes d'acide
chlorhydrique (HCI), qui donne une solution incolore(Yadav et Agarwala, 2011).

e Mise en évidence des tanins

Une quantité de 1,5 g de poudre d'écorces est placé dans un tube a essai en contact avec 10 ml
de méthanol. Aprés une agitation de 15 minutes, le mélange est filtré, puis quelques gouttes de
trichlorure de fer (FeCl3) a 1% sont ajoutées. La couleur vire au brun noir en présence de tanins
galliques (tanins hydrolysables) et au bleu verdatre en présence de tanins catéchiques (Dohou et

Yamni, 2003).

e Mise en évidence des saponines

Une quantité de 2 g de poudre d'échantillon est mélangée avec 20 ml d'eau distillée et portée a
¢bullition pendant 15 minutes avant d'étre filtrée. Aprés refroidissement, 10 ml du filtrat sont
mélangés avec 5 m d'eau distillée et agités vigoureusement pendant 2 minutes. La formation
d'une mousse persistante, dont la hauteur dépasse 1 centimetre, apres 15 minutes confirme  la

présence de saponines (Békro et al.,2007 ;Amin Mir Prince Mohammad et al., 2013).
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e Mise en évidence des coumarines

Dans un tube a essai, 2 grammes de poudre d'échantillon sont introduits dans 20 ml d'éthanol et
agités pendant 15 minutes avant d'€tre filtrés. Ensuite, 5 ml du filtrat sont mélangés avec 10
gouttes de solution de KOH a 10% et quelques gouttes d'acide chlorhydrique a 10%. La
disparition de la couleur jaune et l'apparition d'un trouble ou d'un précipité sont considérées

comme un résultat positif, indiquant la présence de coumarines dans 1'échantillon.
Itat tif, ind t1 d dans l'échantill

e Mise en évidence des Composés phénoliques

Dans un tube a essai une goutte de solution alcoolique de FeCl3 a 2 % a été introduite dans 2 ml

d’extrait. L’apparition d’une couleur bleue ou vert foncé signifie la présence de polyphénols

(Cheurfa et al., 2017).

e Mise en évidence des alcaloides

2 g d’extrait a été dissout dans 5 ml de HCI 2 N, puis chauffer et laisser refroidir. Ensuite la
solution a été réparti en deux tubes de 1 ml chacun. Dans le premier tube, le réactif de Wagner a
été rajouté ; la formation d’un précipité brun confirme la positivité. Enfin, dans le deuxi¢me tube,
ajouter le réactif de Dragendorff a été additionné ; un précipité orange signifie un test positif

(Stiani et al., 2024).

e Mise en évidence des terpénoides

0,5 g d’extrait a été dissout dans 2 ml de chloroforme, puis ajouter prudemment de H,SOs,.
L’apparition d’une coloration brun rougeatre a I’interface confirme la présence de terpénoides

(Cheurfa et al., 2017).

e Mise en évidence des protéines

lg de poudre végétale est dissout dans 2ml d’hydroxyle de sodium (NaOH) a 20%. Quelques
gouttes de CuSO4 a 2% a été rajouté. Une coloration violette avec une teinte rougeatre indique la

présence des protéines.
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e Mise en évidence d’amidon

2g de poudre végétale ont ét¢ mélangés avec quelques gouttes d'iode aqueuse 2%. La présence

d'amidon est confirmée par l'apparition d'une coloration bleue violet.

e Mise en évidence des anthracéniques (anthraquinones libres)

0,5 g de poudre de plante est placé dans un tube a essai et mélangé avec 5 ml de chloroforme.
Apres une agitation manuelle de 5 minutes, le mélange est filtré. Au filtrat, 5 ml de solution
d'ammoniaque a 10 % (v/v) sont ajoutés. Un changement de couleur de la phase aqueuse en rose

vif indique la présence d'anthracénique (Raja et al., 2012).

e Mise en évidence des anthocyanes

2 g de poudre végétale sont ajoutés a un Erlenmeyer contenant 20 ml d’un mélange
propanol/acide chlorhydrique (1/1). Le mélange est chauffé au bain-marie dans de I’eau
bouillante pendant quelques minutes. L apparition d’une coloration rouge indique la présence de

leuco-anthocyanes.

I1.4.5. Screening pharmacologique

I1.4.5.1. Elaboration d’une solution hygiénique antiseptique

e Objectif

Afin de valoriser 1’extrait obtenu en tant que produit d’intérét thérapeutique, on a élaboré une
solution antiseptique a base de Glycyrrhiza glabra L., destinée aux soins locaux et a la prise en
charge des infections du pied diabétique, en exploitant ses propriétés antimicrobiennes, anti-

biofilm et antioxydantes.
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e Procédé de fabrication

Dans un bécher stérile, une quantité d’eau osmosée a ét¢ mélangée avec 15 % de glycérine

jusqu’a I’obtention d’une solution blanchatre. Ensuite, 1,5 % de I’acide ascorbique (vitamine C),

a été additionné, suivi de I’ajout de 3 % d’extrait pur de Glycyrrhiza glabra L.

Enfin, un conservateur a été rajouté. Si nécessaire, un ajustement du pH a été effectué afin

d’atteindre une valeur comprise entre [4,2 - 6,8] en accord avec le pH physiologique de la peau

(figure 9).

Figure 9 : Formulation de la solution hygiénique (Photos originales, 2025).

Tableau IV : Composition de la solution antiseptique a base d’extrait des racines de

Glycyrrhiza glabra L.
Composition Quantité

(%)

Macérat Extrait éthanolique des racines de Glycyrrhiza glabra L. 3%
Eau osmosée. 80%

Glycérine. 15%

Excipients Acide ascorbique (Vitamine C). 1,5%
Conservateur. 0.5%
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e Controle physico-chimique

v' Mesure du pH : A ’aide d’un pH-métre, le potentiel hydrogéne d’une quantité bien

déterminée de la solution antiseptique 3% a été mesuré.

v Test organoleptique : Un examen macroscopique de la solution d’hygiéne 3% a été

réalisé¢, fondé sur différentes caractéristiques organoleptiques tels que (Aspect -

Couleur -Odeur), ont été évalués par des observations visuelles.
e Controle microbiologique

Le controle microbiologique de la solution hygiénique est une étape indispensable dans
I'évaluation de sa qualité et de sa sécurité¢ d'utilisation. Les analyses microbiologiques visent a
rechercher les micro-organismes responsables de toute contamination du produit fini. Le

protocole suivi pour ces analyses est celui noté par la pharmacopée européenne (2012).

La recherche et le dénombrement des germes ont été réalisés en suspendant 1 g de solution
hygiénique dans 10 ml de bouillon TSE, suivi d’une agitation du mélange pendant quelques

minutes (Figure 10).

v" Recherche des moisissures et des levures : la méme procédure précédemment décrite
est suivie en utilisant cette fois-ci le milieu gélos¢ Sabouraud liquéfié, incubée a 37°C

pendant 5 jours (Figure a).

v" Recherche de Staphylococcus aureus : La méme procédure que celle précédemment
décrite est appliquée, en utilisant un milieu gélosé a base d’agar au mannitol salé
(Chapman), puis incubée a 37 °C pendant 24 heures. L’apparition de colonies de couleur
dorée, accompagnée d’un changement de la couleur du milieu de rouge a jaune, di a la
fermentation du mannitol révélée par I’indicateur coloré (rouge de phénol), indique la

présence de Staphylococcus aureus (Figure b).
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v Recherche des entérobactéries et germes totaux : Un mélange de 10 ml de TSE et de 1
g de la solution hygiénique est incorporé dans la gélose VRBL (lactose biliée au cristal
violet et rouge neutre) préalablement liquéfiée. Aprés homogénéisation par agitation
circulaire, la préparation est laissée solidifier, puis incubée a 37 °C pendant 24 heures

(Figure c).

Figure 10 : Contréle microbiologique de la solution hygiénique
(Photo originale, 2025).

a : milieu Sabouraud ; b : milieu Chapman, ¢ : milieu VRBL.

e Lecture des résultats : les résultats sont exprimés en colonie formant unité¢ (CFU). Le
produit est déclaré conforme si les résultats sont inférieurs aux limites citées par

(pharmacopée européenne, 2012) :
v Germes totaux : <200 UFC/g.
v Entérobactéries : < 10 UFC/g.
v’ Levures et moisissures : <20 UFC/g.

v’ Staphylococcus aureus : absence.
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11.4.5.2. Etude clinique des malades atteints des infections du pied diabétique

27 patients du sexe masculin (agés entre 41 a 79 ans) atteints d’infections du pied diabétique
sont venus en consultation dans le cadre de la prise en charge de leur état clinique, au service de
médecine interne de 1’Etablissement Public Hospitalier (EPH) Ibrahim Tarchichine, Blida.
L’ensemble des malades ont bénéfici¢ des prélevements cliniques superficiels et profonds. Les

critéres de sélection des patients détaillés sont figurés en Annexe 5.

Figure 11 : Préléevements cliniques (pus d’ulcére pied diabétique) (photos originales,2025).

Les prélévements ont été réalisés avec précaution a 1’aide d’un écouvillon stérile, dans le respect
strict des régles d’asepsie, afin d’éviter les résultats faussement positifs. En raison du caractere
parfois douloureux du geste, une attention particuliére a été portée au confort du patient. Les
¢chantillons ont ensuite ét¢ immédiatement transportés au laboratoire pour les analyses

microbiologiques.
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Figure 12 : Prélevements cliniques (Photo originale, 2025).

11.4.5.3. Evaluation de ’activité antimicrobienne in vitro

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne consiste a mesurer la capacité d’un composé a
inhiber ou tuer des bactéries, souvent a de trés faibles concentrations. L’efficacité varie selon la
nature du composé, la structure chimique, et la souche bactérienne ciblée.

L’activité antimicrobienne a été¢ évaluée in vitro par trois méthodes : une technique de
diffusion radiale par puits d’agar sur milieu solide, une méthode de dilution en milieu liquide,
afin de déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI), une méthode de tissu en
plaque (TCP).

e Culture et isolement des bactéries

Les préléevements ont été ensemencés sur un milieu de culture sélectif Chapman en utilisant la
technique des quadrants. Ensuite, les boites de Pétri ont été incubées dans une étuve a une tem-
pérature de 37 °C pendant 24 heures.

o Identification des bactéries

Aprées incubation, les bactéries isolées ont été identifiées au moyen de la coloration de Gram et

des tests biochimiques standardisés.
e Examen macroscopique

L’examen macroscopique permet d’observer, a I’ceil nu, 1’aspect des colonies bactériennes
développées dans les boites de Pétri, dans le but de mieux les décrire et les caractériser

Tableau V.
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v’ Aspect morphologique des colonies.
v’ Présence de pigmentations.

Tableau V : Caractérisation de ’espéce bactérienne isolée

Macroscopie Microscopie Caracteéres

biologiques

Staphylococcus Positif Colonies colo- | Coccien amas Aéro-anaérobie
aureus rées en ou en grappe facultatif
Jaune d’or de raisin
Immobiles

Sur milieu Chapman, des colonies jaunes indiquent la fermentation du mannitol par
Staphylococcus aureus, tandis que des colonies blanches sans changement de Couleur

Suggérent d'autres staphylocoques notamment Staphylococcus epidermidis.

Figure 13 : Isolement des Staphylococcus aureus (Photos originales, 2025).
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a) Coloration de gram :

L’examen au microscope des souches isolées apres coloration de Gram, permet de classer les
bactéries en deux groupes (bactérie a Gram positif, bactérie a Gram négatif) selon leur couleur
sous microscope (Moyes et al., 2009).

b) Teste biochimiques :
Les tests biochimiques utilisés sont :

v’ Test de catalase.
v Test de coagulase.
v Test d’oxydase.

La méthode réalisée pour évaluer la sensibilité et le criblage des germes responsables des
problémes d’infection du pied diabétique, repose sur I’aromatogramme, une technique similaire a
I'antibiogramme, définie par la technique de diffusion radiale par puits d’agar sur milieu Mueller
Hinton (Belhaj ef al.,2016 ;Rezagui et Chiahi, 2024).

L'objectif de ce travail est d'évaluer 1'effet inhibiteur de la croissance des microorganismes

vis-a-vis de l'extrait brut de Glycyrrhiza glabra L., et de la solution hygiénique valorisée.

A. Méthode de diffusion radiale sur gélose
e Principe
Selon la standardisation des tests de sensibilit¢ aux antibiotiques a 1’échelle nationale (CLSI,
2020), la sensibilit¢ des souches bactériennes vis-a-vis des antibiotiques a été¢ déterminée par la
méthode de diffusion en milieu solide de Muller-Hinton (MH). Ce dernier un milieu non sélectif,

Utilisé systématiquement pour les antibiogrammes.

La technique employée repose sur I’inhibition de la croissance microbienne au contact d’un

extrait naturel, selon la méthode des puits de diffusion.
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e Mode opératoire

En premier lieu, I’activité antimicrobienne a été réalisée vis-a-vis des souches bactériennes de

référence (ATCC) et en deuxieme lieu, vis-a-vis des souches cliniquement isolées (pathogeénes).

e Préparation de I’inoculum

Les suspensions bactériennes ont été préparées a I’aide d’une pipette Pasteur insérée dans un
écouvillon stérile. Trois a cinq colonies bien isolées, morphologiquement identiques, ont été
raclées, puis transférées dans 5 ml d’eau physiologique stérile (0,9 %), et laisser 1'écouvillon
trempé dans la suspension bactérienne. La densité de la suspension a été ajustée a 0,5 Mc Farland

(Rezagui et Chiahi, 2024).

e Aromatogramme/ antibiogramme

Afin d’évaluer le potentiel antimicrobien de 1’extrait éthanolique et de la solution hygiénique.
Un écouvillon imbibé de la suspension préalablement préparée a été ensemencé en surface sur le
milieu de culture gélose Miiller Hinton (Rezagui et Chiahi, 2024),Des trous circulaires de
0.6 mm ont été creusés dans la gélose et remplis de 90ul de I’extrait éthanolique et de la  solution

hygiénique (Belhaj et al.,2016).

\

—
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Figure 14 : Méthode de diffusion radiale par puits (Photo originale,2025).

Le but de I’antibiogramme est de prédire la sensibilit¢ d’un germe, préalablement isolé et

identifié¢ a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique.
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Des disques d'antibiotique pénicilline (P) et Gentamicine (GEN) ont été utilisés comme controle
positif.

Tableau VI : Antibiotiques testés vis-a-vis de Staphylococcus aureus

Famille Antibiotique Charge (ng)
[ -lactamine Pénicilline (P) 10
Aminoside Gentamicine (GEN) 10

Les boites pétries ont été incubées a 37°C pendant 24h, a la fin de I’incubation I’activité
antibactérienne a été notée en mesurent la zone d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse.

e Lecture de résultats

L’absence de toute croissance bactérienne se traduit par un halo translucide autour du puit. Le
diamétre est mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse et exprimé en millimétres (mm). Les  résultats

étant la moyenne des trois essais.

B. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la Concentration
Minimale Bactéricide (CMB)
1. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme la plus faible concentration d'un extrait végétal capable d'inhiber
la croissance visible des bactéries apres une incubation de 24 heures. Cette méthode permet de
déterminer I'efficacité antibactérienne de l'extrait végétal et de définir la concentration optimale

pour une utilisation thérapeutique (Ganfon et al.,2019).
e Méthode par micro-dilution en milieu liquide

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a ¢ét¢ déterminée par la méthode de micro-
dilution en milieu liquide a I’aide d’une microplaque a 96 puits. Chaque puits a été rempli avec
50 uL de bouillon de culture BHIB stérile. Une solution hygiénique concentrée a 100 % a été

introduite dans le premier puits, puis une série de dilutions successives a été réalisée selon une
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progression géométrique de raison 2. Pour cela, 50 pL du contenu du premier puits ont été
transférés dans le second, mélangés, puis 50 pL de ce second puits ont été transférés dans le
troisiéme, et ainsi de suite jusqu’a atteindre une concentration finale de 1,6 % dans le dernier
puits. Les 50 puL du dernier puits ont été éliminés afin de maintenir un volume constant. Ensuite,
20 puL d’une suspension bactérienne standardisée a 0,5 Mc Farland ont été ajoutés dans chaque
puits. Un témoin négatif a été réalisé en incluant uniquement 50 pL. de BHIB, sans ajout de
solution hygiénique ni de la suspension bactérienne, afin de s’assurer de la stérilit¢ du milieu. La

microplaque a été incubée a 37 °C pendant 18 a 24 heures (Ganfon et al.,2019).

2. Concentration Minimale Bactéricide (CMB)
La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) a ¢été déterminée par ensemencement des
contenus de tous les puits aprés la détermination de la CMI et incubés a 37°C pendant 18 a 24

heures. La plus faible concentration de I’extrait qui n’a laissé€ survivre aucune bactérie correspond

a la CMB (Ganfon et al.,2019).

e Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Pour la détermination de la CMB, des boites de Pétri stériles ont été¢ remplies avec du
gélose nutritive (GN) fondue, puis laissées a refroidir et solidifier a température ambiante. Les
boites ont ensuite été réparties selon les résultats obtenus lors de la CMI. Trois boites de Pétri ont
été utilisées, chacune divisée en quatre secteurs correspondant aux quatre souches testées de
Staphylococcus aureus. Chaque secteur a regu un point d’ensemencement (spot) de 5 a 10 puL
prélevé a partir des puits de la microplaque correspondant aux concentrations sans trouble
visible, c’est-a-dire celles ne présentant pas de croissance bactérienne apparente. Ces échantillons
ont été déposés directement sur la surface de I’agar pour chaque souche, et les boites ont ensuite

été incubées a 37 °C pendant 24 heures.

La CMB est déterminée comme étant la plus faible concentration de la solution testée pour

laquelle aucune colonie bactérienne ne se développe apres incubation.(Ganfon et al.,2019).
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Le pouvoir antibactérien de la solution antiseptique a ét¢ déterminé en effectuant le rapport de
la CMB sur la CMI. S’il est supérieur ou égal a 4, I’extrait est bactériostatique, s’il est inférieur a

4, I’extrait est bactéricide.

CMB/ CMI < 4= profil bactéricide CMB/ CMI = 4= profil bactériostatique

C. Potentiel anti-biofilm

Dans les infections du pied diabétique, il est essentiel de déterminer si les souches cliniques
prélevées, en particulier Staphylococcus aureus, sont capables de former un biofilm, afin

d’orienter les stratégies thérapeutiques et de mieux cibler leur éradication.

e Biofilm

Il représente I’ensemble des cellules microbiennes immobilisées dans une matrice de polymére
extracellulaires constituée principalement de polysaccharides, de protéines, d’ADN
extracellulaire et de lipides, agissant comme un systéme de fonctionnement indépendant et régulé

de manie¢re homéostatique (Percival ef al., 2011; Gonzalez-Henao et Schrenk, 2025).

» Une méthode de détection de la production de biofilm in vitro a été effectuée.
e Technique de tissu en plaque (TCP)

La méthode consiste a déposer dans chaque puits de la microplaque un volume de 50ul de
BHIB additionné a 50ul de saccharose 2 %, afin de favoriser la croissance bactérienne et un
volume de 20ul d’une suspension bactérienne a 0,5 MF. Les puits non inoculés sont considérés
comme témoins négatifs. Ensuite la microplaque de 96 puits a été incubée a 37 °C pendant 24
heures. Apres incubation, la phase planctonique a été retirée soigneusement en lavant les puits
quatre fois avec 20 pl de tampon phosphate salin (TPS a pH 7,2). Les biofilms potentiellement
formés par les micro-organismes sessiles ont été fixés en rajoutant de I’acétate de sodium 2 %. La
révélation des cellules adhérentes au support de polystyréne (puits de la microplaque) a été

réalisée par la méthode de Crystal Violet (Chavant et al., 2007).

Page | 34



Chapitre 11 Matériel et méthodes

Afin d’¢liminer toute trace de colorant superficiel, la microplaque a été lavée avec de I’eau

distillée stérile et laissée sécher a température ambiante (Anan et al., 2024).

La mesure qualitative de la production de biofilm a été reposée sur I’intensité de la couleur de
la biomasse adhérente, sous forme d’un anneau de colorant Crystal Violet tapissant la paroi, ou

bien d’un point visible recouvrant le fond des puits de la microplaque 96.

Les scores de la formation de biofilm ont été interprété comme suit :

v Absence d’adhérence bactérienne :(-)

v' Cellules bactériennes faiblement adhérentes :(+)
v Cellules bactériennes modérément adhérentes :(++)

v' Cellules bactériennes extrémement adhérentes : (+++)

Cristal Violet

Tests en microplague
coloration au violet de
sentiane

, Vue de dessus

Biofilm = biofilm -

Coloration au violet de gentiane
dans les plaques ellsa 96 puits

Biofilm + biofilm -

Inoculation / Croissance
L - - b

'_\\Q_._ (!

Figure 15 : Formation du biofilm sur microplaque (La méthode de TCP) (Beliffa, 2014).
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> KEvaluation du potentiel anti-biofilm

Apres avoir confirmé la capacité des souches de Staphylocoques aureus isolées cliniquement
de former le biofilm, le procédé d’anti-biofilm a été effectué¢ sur une microplaque de 96 puits
suivant le protocole de (Sarah Diyana Amran et al., 2024) avec quelques modifications.

e Evaluation du potentiel anti-biofilm de la solution hygiénique sur microplaque

La technique consiste de remplir chaque puits par un volume de 50 pl de milieu de culture
BHIB. Préalablement préparée, une concentration de 100 % de la solution antiseptique a été
introduite dans le premier puits, puis un volume de 50 ul du mélange a été reporté d’un puit a une
autre, selon une progression géométrique de raison 2. Les concentrations finales ainsi obtenues
étaient de 100 % jusqu’a 1,6 %. Une suspension bactérienne a été inoculée et additionnée de
saccharose 2 %. Apres incubation a 37 °C pendant 24 heures, le surnagent a été aspiré et les puits
ont été lavés. La révélation d’adhérence cellulaire des bactéries fixées a été réalisée par la
coloration au Crystal Violet pendant 45 minutes (Sarah Diyana Amran et al., 2024).

11.4.5.4 Activité antioxydante in vitro

L’activité antioxydante in vitro de I’extrait des racines de Glycyrrhiza glabra L. a été évaluée
par la méthode de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), selon le
protocole décrit par Molyneux (2004) . Cette méthode repose sur la capacité d’un antioxydant a
réduire le radical DPPH stable, caractéris¢ par sa couleur violette intense, qui se décolore
lorsqu’il capte un ¢électron ou un atome d’hydrogene. Cette décoloration témoigne de 1’aptitude
de D’extrait a neutraliser les radicaux libres, indépendamment de toute activité enzymatique
(Eghlima et al.,2020).

Concretement, une solution de DPPH a été préparée a une concentration de 0,004 g/100 ml de

méthanol (Nazzal et al.,2023).

Des dilutions ont été effectuées pour obtenir de différentes concentrations de 1’extrait, allant de
100 pg/ml ,250 pg/ml, 500 pg/ml et 1000 pg/ml, ainsi qu'une prise de la solution mere 2 ml de
chaque concentration de I’extrait ont ét¢ mélangés avec 3 ml d'une solution de DPPH, puis

incubés a I’obscurité, a température ambiante (25 °C), pendant 30 minutes (Akram et al., 2015).
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L'inhibition du radical libre DPPH par I’antioxydant de référence : acide ascorbique (Vitamine
C) a été également analysée. Le controle négatif a été préparé en mélangeant 2 ml de méthanol

avec 3 ml de la solution de DPPH (Akram et al., 2015).

Apres incubation, 1’absorbance a ét¢ mesurée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotométre
UV-Visible.

L’activité antioxydante (AA%) a été calculée selon la formule suivante :

_ (Ao—As)

A

AA (%) x 100

Ou:
v AA (%) = Pourcentage de ’activité antioxydante
v Ao = Absorbance de la solution de DPPH seule (témoin)

v As = Absorbance de la solution de DPPH contenant I’échantillon

» Détermination de la concentration inhibitrice de 50% (ICso0)

L’ICso0 représente la concentration de I’extrait nécessaire pour inhiber 50 % du radical DPPH,
permettant ainsi d’évaluer I’activité antioxydante d’un composé. Les valeurs d’ICso0 ont été
déterminées graphiquement en représentant les pourcentages d'inhibition en fonction des
différentes concentrations de 1'extrait éthanolique des racines de reglisse. Plus la valeur de I’ICso

est faible, plus I’activité antioxydante de 1’extrait est importante. Les résultats sont exprimés en

mg/ml (Oraibi et al.,2025).

11.4.6. Etude statistique

L'analyse statistique des données a ét¢ réalisée a l'aide d'un logiciel statistique Excel. Cette
analyse visait a comparer l'effet antibactérien de 1’extrait éthanolique des racines de
Glycyrrhiza glabra L. et la solution hygiénique aux produits de références existants, ainsi a
comparer l'effet antioxydant de I’extrait éthanolique a la vitamine C, utilisée dans 1’étude comme
témoin positif.
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Pour ce faire, le test ANOVA (Analysis of Variance) a été réalis¢, en considérant un seuil de

signification 0=0,05%, avec :

v" P >0.05 : la différence est non significative.

v' P <0.05 : la différence est significative.
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Chapitre I11 Résultats et discussion

II1.1. Résultats du rendement

Dans le but de I'extraction des composés actifs des racines de Glycyrrhiza glabra L., le calcul du
rendement est crucial pour évaluer l'efficacit¢é de procédé d'extraction. Les résultats du

rendement sont présentés dans le Tableau VIIL.

Le choix du solvant éthanol (96%) dans le procédé d’extraction, dépend principalement de sa
biodisponibilité, de sa nature biodégradable et de son utilisation majeure dans 1’industrie

pharmaceutique et cosmétique et aussi moins toxique que d’autre solvants.
Tableau VII : Rendement de I’extrait éthanolique par rapport a la matiére végétale

Glycyrrhiza glabra L. Masse de matériel = Masse de I’extrait Rendement

végétal (g) (g d’extraction (%)

Extraction 100 g 32,6 g 32,6 %

Le protocole choisi pour la présente étude est basé sur une macération a froid, et a I’abri

de la lumiere pour préserver les composés thermosensibles.

D’apres les résultats obtenus, le rendement d’extraction est significativement élevé, il est de
32,6 % par rapport au poids initial de la poudre végétale. Des études ultérieures ont rapporté que
les plantes ayant des rendements d’extraction élevés contiennent une forte teneur en  substances

phénoliques(Cheurfa et al., 2017 ; Stiani et al., 2024).

Nos résultats indiquent que le rendement d’extraction est plus €élevé par rapport a Sathya et
al., (2017) et Stiani et al., (2024), qui ont trouvé un pourcentage de rendement estimé a 12,7%
pour un extrait méthanolique, et 15,62 % avec de I’éthanol a 96% respectivement. Cela dépasse
aussi les résultats de Cheurfa et al., (2017) , qui ont obtenu 9,49 % comme rendements pour

I’extrait aqueux, et 8,93 % pour I’extrait méthanolique.
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Selon Babich ef al., (2022), la méthode d’extraction et le type de solvant influencent
fortement le rendement. Ce dernier obtenu par ultrasons est de 28,7% avec de 1’éthanol a 96 %,
25,1 % avec de I’éthanol a 50 %, et 20,3 % avec du méthanol. Par contre la méthode

d’extraction par Soxhlet au méthanol a donné 21,31 %.

D’apres Cheurfa et al., (2017) et Stiani et al., (2024), granulométrie, 1’origine de la plante,

ou les conditions de culture peuvent également impacter 1’efficacité d’extraction.

L’utilisation de la poudre a la place de la plante enti¢re a pour but d’améliorer I’extraction du
fait de rendre I’échantillon plus homogene, augmenter la surface du contact avec le solvant et
faciliter sa pénétration a D’intérieur des cellules qui ne sont pas détruites apreés le broyage

(Mohammedi ,2013).

Enfin, Zatla et Hammoudi, (2024) ont obtenu un rendement d’extraction estimé a 16
%d’extrait hydroalcoolique. Cela confirme que le solvent choisi a permis une meilleure

récupération.

L’utilisation d’un solvant polaire comme 1’éthanol 96 % pour une macération froide est
indiquée pour extraire au maximum les métabolites secondaires de la plante, et aussi pour

conserver le plus possible leurs propriétés et leurs structures (Bernardo-Bermejo et al., 2020).

e Description de I’extrait obtenu
L’extrait éthanolique obtenu par macération a froid de la poudre des racines de Glycyrrhiza
glabra L. est caractérisé par une couleur marron foncé et présente un aspect visqueux.
Les propriétés organoleptiques de 1’extrait éthanolique de Glycyrrhiza glabra L. sont
Indiquées dans le Tableau VIII.
Tableau VIII : Aspect, couleur et odeur de I’extrait éthanolique de Glycyrrhiza glabra L.

Couleur

Extrait éthanolique des racines de | Marron foncée Odeur végétale Visqueux

Glycyrrhiza glabra L. (Réglisse)
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I11.2. Résultats du screening phytochimique

Le criblage phytochimique a été effectué¢ dans le but de mettre en évidence la présence de
certaines substances chimiques, qui peuvent étre responsables des activités biologiques et
pharmacologiques. Le principe est basé soit sur la formation de complexes colorés ; en utilisant
des réactions de coloration, soit sur la turbidité, soit par la formation de mousse, ou bien par la
disparition de couleur qui est proportionnelle a la quantité de la substance recherchée.

Les résultats sont classés selon 1’apparition en :

v’ Réaction fortement positive : ++++
v Réaction positive : +++

v Réaction moyennement positive : ++
v' Réaction négative : -

La composition chimique des racines de Glycyrrhiza glabra L. est regroupée dans le tableau
suivant :

Tableau IX : Caractérisation phytochimique des substances bioactives des racines de

Glycyrrhiza glabra L
Flavonoides ++
Tanin galliques -+
Saponines ++++ (6 ,5cm)
Coumarine -+
Composé phénolique -+
Alcaloides T+
Terpénoides T+
Protéines R
Amidon _
Lipides -
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Stéroides (insaturés) 4+

Anthocyanes (leuco-anthocyanes) +++

Anthraquinones libre -

L’ensemble des essais phytochimiques effectués sur les racines de Glycyrrhiza glabra L. ont
révelé la présence de plusieurs constituants phytochimiques, avec des estimations trés élevées en
saponines et coumarine, des concentrations ¢levées en tanin galliques, composé phénolique, en
alcaloides, en terpénoides, en stéroides (insaturés), en anthocyanes (leuco-anthocyanes), et des
concentrations modérées ont été trouvé en flavonoides. Une absence totale des protéines, amidon,
lipides et des anthraquinones libre ont ét¢ remarqué.

Ces résultats sont partiellement en accord avec plusieurs études antérieures :

Selon Cheurfa et al., (2017), les extraits aqueux et méthanoliques de G. glabra ont montré la
présence de composés phénoliques, flavonoides et tanins, mais l'absence d'alcaloides et de
glycosides dans les extraits testés.

De leur c6té, Sharma et al., (2013) ont trouvé dans I’extrait hydro-méthanolique la
présence de flavonoides, saponines, terpénoides, et alcaloides, ce qui est en accord avec nos
résultats, notamment pour les alcaloides, saponines et terpénoides.

De méme, Zatla et Hammoudi, (2024) ont observé dans ’extrait hydroalcoolique de G.
glabra une forte présence de flavonoides, alcaloides, saponines, stéroides, polyphénols et une
présence modérée des tanins.

Cette étude renforce la cohérence de nos résultats, notamment concernant la diversité des
métabolites secondaires.(Archana et Vijayalakshmi, 2016)ont rapporté la présence de phénols,
flavonoides, tannins, saponines, terpénoides, alcaloides, protéines, quinones dans les extraits
aqueux, éthanoliques et hydro-alcooliques. A noter que des protéines ont été détectées dans leur
étude, contrairement a nos observations.

Les différences dans les recherches peuvent s'expliquer par une gamme de facteurs, dont le
solvant utilisé, les milieux géographiques et périodes de récolte, la méthode d'extraction (macé-

ration ou Soxhlet), la durée d’extraction, et la température, etc (Zatla et Hammoudi, 2024).
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Selon Sharma et al., (2013) ¢t Cheurfa et al., (2017), les saponines et tanins sont bien con-
nus par leurs activités antimicrobiennes et cicatrisantes. Aussi, les flavonoides et les composés
phénoliques possedent une forte activité antioxydante et anti-inflammatoire. Par ailleurs, les

alcaloides et terpénes pourraient également contribuer a I’effet antibactérien.

Sur le plan antimicrobien thérapeutique, la forte présence de saponines, de tanins, de  fla-
vonoides et de composés phénoliques pourrait renforcer le potentiel de I’extrait obtenu des ra-

cines de Glycyrrhiza glabra L. dans le traitement des infections du pied diabétique.

I11.3. Résultats du screening pharmacologique
I11.3.1. Etude analytique de la solution hygiénique
Les caractéristiques organoleptiques de la solution hygiénique sont portées dans le Tableau X.

Tableau X : Caractéristiques organoleptiques et chimiques de la solution hygiénique

Aspect Couleur

Solution Liquide Marron foncé | Odeur végétale 5

hygiénique (Réglisse)

II1.3.2. Controle de qualité microbiologique de la solution hygiénique

La solution hygiénique formulée a été soumise a des analyses microbiologiques visant a
déterminer le taux de contamination bactérienne et fongique (levures et moisissures) et vérifier

I’absence de germes pathogenes. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau XI suivant :
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Tableau XI : Qualité microbiologique de la solution hygiénique

Germes recherchés Solution hygiénique = Normes de la Pharmacopée
(UFC/g)
Européenne (UFC/g) (2012)
Germes aérobies viables Totaux 00 <200
Levures et moisissures 00 <20
Entérobactéries 00 <10
Staphylococcus aureus 00 00

Apres incubation sur géloses Lactose Biliée au Crystal Violet et au Rouge Neutre
(VRBL), Chapman et sur Sabouraud, aucune croissance bactérienne ou fongique n’a été trouvée,

de méme pour les colonies de la souche Staphylococcus aureus.

(Tl

Figure 16 : Qualité microbiologique de la solution hygiénique (Photos originales, 2025).

a : Milieu Chapman ; b : Milieu VRBL ; ¢ : Milieu Sabouraud

I11.3.3. Résultats de I’étude clinique
L’ensemble des résultats analytiques concernant les 27 patients (Homme) atteints d’infections
du pied diabétique, sont répertoriés sous forme de tableaux récapitulatifs et graphiques pour un

meilleur apergu.
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e Répartition des patients selon le sexe

Dans la population étudiée, on constate une prédominance masculine absolue (27 hommes), la
totalité des participants sont de sexe masculin, ce qui indique une prédominance masculine

absolue. La sex-ratio n'est pas calculable en raison de l'absence totale de femmes (Figure 17).

H Homme

Figure 17 : Répartition selon le sexe.

e Répartition des patients selon la tranche d’age

Dans le présent travail, les ulceéres de pied diabétique touchent une population relativement

agée (plus de 41ans), avec un age moyen de 65,52 ans et une médiane de 74ans (Figure 18).
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Figure 18 : Répartition selon la tranche d’age.
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e Répartition selon les patients porteurs de staphylococcus aureus

Le graphique circulaire montre que 63% des cas sont infectés par des S. aureus (Figure 19).

M Présente
M Absante

Figure 19 : Répartition selon les patients porteurs de staphylococcus aureus.

e Répartition selon le type de prélévement

Les préléevements ont été réalisés a partir de deux types de plaies : les ulceres superficiels et
les ulcéres profonds. Les résultats obtenus révelent que les ulceres superficiels sont les plus

représentés dans cette étude, avec un pourcentage estimé a 85 % (Figure 20).
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Figure 20 : Répartition selon le type de prélévement.
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e Répartition selon le type de diabéte

La figure 21 montre que 100% des patients sont atteints de diabete de type II, indiquant une

prédominance totale de ce type de diabéte.

B Diabete Type 11

Figure 21 : Répartition selon le type de diabéte.
Les souches isolées ont été caractérisés en fonction de leurs colorations de Gram, de leurs ca-
ractéristiques morphologiques et de leurs propriétés biochimiques.

Tableau XII : Caractéristiques biochimiques des bactéries isolées d’ulcére du pied

diabétique.
Les Souches Staphylococcus aureus ‘
Formes Cocci (Sphere) grappe de raisin
Coloration de Gram +
Oxydase -
Catalase +
Coagulase +

+ : Positive; - : Négative
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Dans le présent travail, parmi les 27 patients atteints d'ulceres du pied diabétique, 17 patients
d’entre eux étaient infectés par Staphylococcus aureus. Cette derniére est aéro-anaérobie
facultative a Gram positif. Plusieurs études montrent que Staphylococcus aureus se présente
comme ’un des agents infectieux clés dans ces infections graves (Shahi et Kumar, 2016 ;Khan

et al.,, 2023; Tirumala et K, 2025; Ismayil ez al, 2025).

Selon Mottola et al, (2016) et Ray et al, (2025) ,les principaux facteurs de virulence qui
expliquent le role clé de Staphylococcus aureus dans la pathogenese des infections du pied
diabétique sont :

v" Production d’un large éventail d’enzymes et de toxines qui endommagent les tissus de

I’hote et compromettent la réponse immunitaire.
v Aptitude a former un biofilm.

v Une résistance médiatisée par le biofilm est une cause majeure de la persistance des
infections et des échecs thérapeutiques, augmentant le risque de complications graves a

savoir I’amputation.

Staphylococcus aureus est un isolat bactérien trés fréquent dans les infections du pied
diabétique, notamment en association avec d’autres souches plus résistantes. Des travaux
scientifiques montrent des taux élevés de résistance de ces germes aux antibiotiques, ce qui
appelle a une prise en charge thérapeutique alarmante (Djahmi et al., 2013 ; Fetni et al., 2023

sIsmayil et al., 2025).

I11.3.4. Résultats de ’activité antibactérienne

Les estimations de 1’activité antimicrobienne sont basées sur une échelle de mesure établie
par Mutai et al., (2009), classés par la capacité antimicrobienne en fonction du diamétre de la
zone d’inhibition de la croissance microbienne comme suit :

v Trés fortement inhibitrice : (Diamétre de la zone > 30 mm).
v" Fortement inhibitrice : (21 mm < Diamétre de la zone < 29 mm).

v" Modérément inhibitrice : (16 mm < Diamétre de la zone < 20 mm).
Page | 48



Chapitre 111 Résultats et discussion

v’ Légérement inhibitrice : (10 mm < Diamétre de la zone < 16 mm).
v’ Résistant : (Diamétre de la zone < 10 mm).

Les résultats obtenus de I’activité antimicrobienne sur les différents microorganismes

(ATCC) vis-a-vis de I’extrait éthanolique sont résumés dans le Tableau XIII et la Figure 22.

Tableau XIII : Diamétres des zones d’inhibition des souches (ATCC)

Extrait de Antibiotiques de référence

Glycyrrhiza glabra L. Pénicilline Gentamicine

Diameétre (mm) Diameétre Diameétre

Souches ATCC (mm) (mm)
Escherichia coli ATCC 25922 19+0,3 mm 35+0,1mm 38+0,1mm
Staphylococcu saureus ATCC 25923 29+ 0,5 mm R 27,5£0,1mm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 23+0,1mm R 27+0,1mm
Enterococcus faecalis ATCC 29212 26+0,5mm R 27+0,1mm

R : Profil résistant

Figure 22 : Activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique de Glycyrrhiza glabra L.

(Photo originale,2025).
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Apres avoir examiné ces résultats, et selon I’échelle de Mutai ez al., (2009), 1’extrait pure
des racines de Glycyrrhiza glabra L. présente une activité inhibitrice significative et remarquable
sur toutes les souches de référence utilisées, avec des diametres d’inhibition obtenus supérieurs a

16 mm.

Les résultats de cette étude montrent que 1’extrait éthanolique des racines de Glycyrrhiza
glabra L. présente une bonne activité antibactérienne, €quivalente ou supérieure a celle de

I’antibiotique testé (gentamicine), méme contre des souches résistantes a la pénicilline.

Avec des diameétres de zone d'inhibition allant de 19 + 0,3 mm a 29 + 0,5 mm, 1'extrait
éthanolique de Glycyrrhiza glabra L. a démontré un potentiel antimicrobien significatif contre
toutes les souches ATCC examinées. L'abondance de métabolites secondaires en qualités
antimicrobiennes, notamment les flavonoides, les saponines et les alcaloides, pourrait étre a

l'origine de cette efficacité (Joshi, 2014).

La plus forte activité antimicrobienne a été¢ obtenue avec Staphylococcus aureus ATCC
25923 (29 £+ 0,5 mm), indiquant ainsi que cette souche a Gram positive est fortement sensible a
I’extrait des racines de Glycyrrhiza glabra L. testé. 1l s’agit d’une zone d’inhibition supérieure a
celle de I’¢étude d’Irani et al., (2010), qui ont obtenu un diametre d’inhibition estimé a 16,5 = 0,5
mm, vis-a-vis d’un extrait aqueux. Ainsi I’é¢tude de Sedighinia ez al., (2012), qui ont montré une
activité inhibitrice estimée a 25,1 + 0,2 mm. L’activité mesurée pour I’extrait de G. glabra dans
la présente étude était également supérieure a celle de la gentamicine (27 + 0,5 mm), ce qui

pourrait ainsi suggérer que I’extrait de G. glabra peut étre une alternative thérapeutique naturelle.

Vis-a-vis d’Enterococcus faecalis ATCC 29212, I’extrait des racines de Glycyrrhiza
glabra L., a généré une zone d’inhibition estimée a 26 + 0,5 mm, ce qui est comparable a la gen-
tamicine (27 £ 0,1 mm) et largement supérieure a celle de la pénicilline (R). Ces résultats sont en
accord avec ceux publiés par Sedighinia et al., (2012), qui ont trouvé une zone d’inhibition de 24
mm. Ce qui confirme efficacité de G. glabra vis-a-vis des entérocoques, déja démontrée dans

plusieurs travaux (Irani et al., 2010; Joshi, 2014).
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En ce qui concerne Escherichia coli ATCC 25922, I’activité antibactérienne a également été
jugée modérément (19 + 0,3 mm). Bien que cette valeur soit inférieure a celle des antibiotiques
de référence (Gentamicine : 38 £ 0,1 mm ; Pénicilline : 35 £ 0,1 mm), elle présente un diametre
d’inhibition significatif. Ces résultats corroborent ceux de Sedighinia ef al., (2012), qui ont
trouvé une zone d’inhibition estimée a (22,5 £ 0.2 mm) a une concentration de 100 mg/ml. La

différence peut s’expliquer par la variation des concentrations et des méthodes d’extraction.

Contre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, I'activité antibactérienne déterminée (23 + 0,1
mm) avec |’extrait éthanolique des racines de G.glabra est également en accord avec les résultats
d’Al Mousawi et al., (2022), qui ont enregistré une zone d’inhibition estimée a (24+ 0,1 mm)
pour l'extrait alcoolique, par contre la pénicilline a montré une résistance contre Pseudomona

saeruginosa ATCC 27853, ce résultat et en accord avec ce obtenu dans le présent travail.

Les résultats obtenus de 1’activité antimicrobienne sur les différents microorganismes isolés

cliniquement vis-a-vis de la solution hygiénique sont résumés dans le Tableau XIV.

Page | 51



Chapitre 111

Résultats et discussion

Tableau XIV : Diameétre des zones d’inhibition des germes pathogénes.

. £ 2 E -
Lo |3 £ |3 N
Souches cliniques E E \q:; % g % E g %
A 2 > 2 I
Staphylococcus aureus 01 144+0.5mm Li | 154£0.Imm S 00 /
Staphylococcus aureus 02 1540.1mm Li | 13£0.1lmm I 00 /
Staphylococcus aureus 03 354+0.1mm Tfi | 00 / 00 /
Staphylococcus aureus 04 16+0.1mm Mi | 18+£0.3mm S 00 /
Staphylococcus aureus 05 2040.1mm Mi | 00 / 00 /
Staphylococcus aureus 06 13+0.3mm Li | 124£0.Imm R 00 /
Staphylococcus aureus 07 144+0.5mm Li | 24+0.5mm S 1240.lmm | R
Staphylococcus aureus 08 15+0.3mm Li | 9+0.lmm R 00 /
Staphylococcus aureus 09 42.5£0.1mm Tfi | 8+0.1mm R 00 /
Staphylococcus aureus 10 15+0.1mm Li | 2540.5mm S 00 /
Staphylococcus aureus 11 20.5+£0.1mm Mi | 15£0.1mm S 14+0.lmm | R
Staphylococcus aureus 12 27+0.Imm Fi | 25+£0.1mm S 1240.lmm | R
Staphylococcus aureus 13 44+0.Imm Tfi | 25+£0.Imm S [1£0.lmm | R
Staphylococcus aureus 14 49+0.Imm Tfi | 34+£0.3mm S 10+£0.5mm | R
Staphylococcus aureus 15 20+0.5mm Mi | 31£0.5mm S 18+0.lmm | R
Staphylococcus aureus 16 30+0,1mm Tfi | 26+0,1mm S 15£0,lmm | S
Staphylococcus aureus 17 20+0,3mm Mi | 15£0.5mm S 00 R

Tfi : trés fortement inhibitrice ; Fi : fortement inhibitrice ;

R : résistante ; I : Intermédiaire ; S : sensible ; / : non déterminé.

Mi : modérément inhibitrice ; Li : 1égérement inhibitrice
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D’apres les résultats obtenus, la solution hygiénique présente un effet inhibiteur vis-a-vis
de 17 germes pathogénes de Staphylococcus aureus isolé cliniquement sur des plaies
superficielles et profondes du pied diabétique, avec des zones d’inhibition qui varient entre

13+£0,3 mm et 49+0, Imm.

Sur un total de 27 prélévements par écouvillonnage de pus de pied diabétique ,17 souches
microbiennes ont été isolé. Parmi ces souches bactériennes, 100% ont été identifiées comme des
Staphylococcus aureus, indiquant une prédominance absolue de cette espece dans les infections

du pied diabétique.

Figure 23 : Sensibilité des souches Staphylococcus aureus (photos originales, 2025).

Une efficacité trés importante de la solution hygiénique a base d’extrait éthanolique de
Glycyrrhiza glabra L. a ét¢ démontrée contre les souches pathogenes de Staphylococcus aureus
isolées de pied des patients diabétiques, avec des zones d’inhibition variant entre 13+0,3 mm et
49+0,1 mm. Cela indique une forte activité antibactérienne a large spectre, allant de légérement
inhibitrice a treés fortement inhibitrice. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par lakshmi
et al., (2016), qui ont rapporté que des extraits végétaux (souvent éthanoliques, méthanoliques ou
aqueux) a des concentrations comme 50 pg/ml ont inhibé efficacement la croissance de

pathogenes isolés des ulceres de pied diabétique.
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Les résultats rapportés par Iqbal ez al, (2017) et Al Mousawi et al., (2022), mettent en
évidence une activité antibactérienne variable des extraits éthanoliques de Glycyrrhiza glabra L.
L ’extrait éthanolique a montré une efficacité notable vis-a-vis Staphylococcus aureus, avec des
diamétres des zones d’inhibition allant de 10 mm a 18 mm selon les concentrations, indiquant
une sensibilité modérée a forte dés 1000 mg/ml. Cette activité plus marquée envers les bactéries a
Gram positives soutient le role de 1’éthanol comme excellent solvant d’extraction des composés

bioactifs.

En comparaison avec d’autres travaux antérieurs, certaines différences dans les résultats
peuvent étre attribuées aux méthodes de préparation et d’extraction utilisées, qui influencent
directement la concentration des composés bioactifs extraits. Par ailleurs, Dactivité
antibactérienne de Glycyrrhiza glabra L. peut varier selon les conditions environnementales et
climatiques propres aux zones de culture de la plante, ce qui affecte la teneur en métabolites
secondaires. Ces parametres doivent €tre pris en considération pour une interprétation rigoureuse
des résultats et pour optimiser 'utilisation thérapeutique de I’extrait (wahab et al.,2021 ; alsayri

et al.,2021).

D’apres les résultats obtenus, I’extrait éthanolique de Glycyrrhiza glabra L. présente une
forte activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus. Cette efficacité ciblée confirme son
intérét en tant qu’un agent naturel actif contre les bactéries a Gram positif. Il constitue ainsi une

piste prometteuse pour le développement de traitements phytothérapeutiques.

D’apres les tests statistiques réalisés, le résultat est significatif entre I’effet antibactérien

de la solution hygiénique, la gentamicine et la pénicilline sur les bactéries isloées cliniquement.

I11.3.5. Résultats de la concentration minimale inhibitrice, Bactéricide et bactériostatique

(CMI/CMB)

Les résultats des parametres antibactériens, de la solution hygiénique des racines de la

plante Glycyrrhiza glabra L. sont consignés dans le Tableau XV.
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Tableau XV : Concentration minimale inhibitrice (CMI) et profil
Bactéricide /bactériostatique.

Solution hygiénique

dans la microplaque 96 puits

Souches cliniques CMI CMB Interprétation
Staphylococcus aureus 01 | 15mg /ml 15mg/ml Profil bactéricide
Staphylococcus aureus 02 | 3 ,75mg /ml 15mg/ml Profil bactériostatique
Staphylococcus aureus 03 | 7,5mg/ml 15mg/ml Profil bactéricide
Staphylococcus aureus 04 15mg/ml 15mg/ml Profil bactéricide
Staphylococcus aureus 05 | 7,5mg/ml 30mg/ml Profil bactériostatique
Staphylococcus aureus 06 | 7,5mg/ml 30mg/ml Profil bactériostatique
Staphylococcus aureus 07 | 15mg/ml 30mg/ml Profil bactéricide
Staphylococcus aureus 08 | 15mg/ml 30mg/ml Profil bactéricide
Staphylococcus aureus 09 | 3,75mg/ml 15mg/ml Profil bactériostatique
Staphylococcus aureus10 | 7,5mg/ml 15mg/ml Profil bactéricide
Staphylococcus aureus11 | 7,5mg/ml 15mg/ml Profil bactéricide
Staphylococcus aureus12 | 7,5mg/ml 15mg/ml Profil bactéricide
Staphylococcus aureus13 15mg/ml 30mg /ml Profil bactéricide
Staphylococcus aureus14 30mg/ml 30mg/ml Profil bactéricide

La solution hygiénique a base de réglisse élaborée a montré une activité antimicrobienne
notable contre toutes les souches cliniques de Staphylococcus aureus testées. Les CMI varient de
3,75mg/ ml a15 mg/ml, et les CMB de 15mg /ml & 30mg/ml. La solution hygiénique a exercé une
activité bactéricide sur 71% des souches bactériennes analysées et bactériostatique sur 29% des

S.aureus.
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Ces résultats se différent de ceux de Sedighinia er al, (2012), qui ont obtenu une CMB
estimée a 50 mg/ml et une CMI de 35 a 50 mg/ml. En revanche, la solution hygiénique présente
un profil principalement bactéricide par rapport a celui trouvé dans les travaux de Cheurfa et al,
2017),qui ont démontré que 1’extrait aqueux n'a eu aucun effet sur S. aureus. Aussi, une autre
¢tude de Eshghi et al., (2019), ont rapporté une CMI et une CMB de 30 mg/ml respectivement

confirmant la sensibilité de cette bactérie a l'extrait éthanolique de la réglisse.

La sensibilité plus élevée des germes testés cliniquement et 1'abondance de composés

bioactifs (flavonoides, tanins et polyphénols) peuvent expliquer I'efficacité de notre extrait.

De plus, Singh et al., (2015) ont démontré un pouvoir bactéricide de la glabridine avec une
CMI estimée a 3,12-25 pg/ml. Concernent les mécanismes d’action et les effets
antimicrobiennes, Wu et al, (2019) ont démontré que d'autres flavonoides de I’extrait de la
réglisse perturbent la membrane bactérienne. Ainsi, dans 1I’é¢tude menée par Kriker et al., (2014),
ont découvert que l'extrait de Glycyrrhiza glabra L. a inhibé le germe S. aureus en empéchant la

synthése des acides nucléiques.

I11.3.6. Résultats de I’anti biofilm
I11.3.6.1. Résultats de la formation de biofilm par la technique de TCP

Dans le présent travail, il est essentiel de connaitre la capacité des souches de
Staphylococcus aureus isolées cliniquement de former des biofilms. Pour cela, des isolats
cliniques ont été testés par la méthode TCP (tissue culture plate) sur une microplaque de 96 puits,
considérée comme la technique de référence pour la détection de la formation de biofilm

(Puja ,2018).

Selon Malik et al., (2022), I’analyse des isolats cliniques de Staphylococcus aureus a
montré que la méthode TCP permettait de détecter 68 % des souches Staphylococcus aureus
résistantes a la méticilline productrices de biofilm, contre 55% avec la méthode tubulaire et 46%
avec le milieu Congo Red agar. En raison de sa sensibilité, de sa fiabilité et de sa reproductibilité,
la méthode TCP est considérée comme la plus performante pour le dépistage de la formation de
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biofilm. Et selon Muhammad et al, (2022), la technique de TCP permet simultanément
d’évaluer plusieurs souches et de quantifier précisément leur capacité d’adhésion, ce qui en fait

une méthode de référence pour les analyses in vitro.

Selon Sushant et al., (2024), les résultats obtenus par la méthode de culture tissulaire
TCP se traduits par : non producteurs ou faiblement producteurs, modérément producteurs et

fortement producteurs de biofilm, selon ’intensité du film observée a I’ ceil nu.

= L=

Figure 24 : Evaluation de la production de biofilm « Staphylococcus aureus » par la méthode TCP
(Photo originale ,2025)

a : témoin négatif ; b : témoin positif ; ¢ : producteur forte de biofilm ;
d : producteur modéré de biofilm ; e : producteur faible de biofilm ; f : non producteur de biofilm

Parmi les 12 souches testées, les souches S5 et S6 ont révélé une coloration violette plus
intense, témoignant d’une forte capacit¢ de production de biofilm. Ce profil trouvé est
preoccupant en contexte clinique, car il est souvent associ¢ a une plus grande résistance aux
traitements et a une persistence accrue des infections.
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En revanche, les souches S2, S7 et S10 ont présenté une production modérée de biofilm,
suggérant un pouvoir adhésif intermédiaire. Ces résultats soulignent I’importance de 1’utilisation
de la solution hygiénique de soin a base de Glycyrrhiza glabra L., dont I’activité antibactérienne
pourrait contribuer a limiter la formation de biofilms et a prévenir les infections chroniques du

pied diabétique.

I11.3.6.2. Evaluation de I’activité antibiofilm sur milieu liquide
Apres avoir confirmé que les souches n° 1, 3, 10, 11 et 12 de Staphylococcus aureus sont

productrices de biofilm, une évaluation de 1’activité anti biofilm a ét¢ réalisée comme suit :

Cette étape consiste a évaluer l'activité 1’anti-biofilm a différentes concentrations de la
solution hygiénique. Les résultats attendus sont visualisés sur une microplaque de 96 puits apres
coloration au cristal violet. L’efficacité du traitement a été déterminée selon I’intensité de colo-

ration cristal violet. Les résultats de cette expérience in vitro sont illustrés par la Figure 25.

" o
Hids®> o

Figure 25 : Réduction de biofilm de Staphylococcus aureus (Photo originale, 2025).
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Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail mettent en évidence une activité anti
biofilm significative de la solution hygiénique a base de Glycyrrhiza glabra L. contre plusieurs
souches de Staphylococcus aureus isolées du pied diabétique.

Les essais réalisés ont démontré que la solution hygiénique exerce une inhibition marquée
de la formation du biofilm, dépendante de la concentration. Les concentrations les plus élevées
(100 % et 50 %) ont entrainé une réduction substantielle de la biomasse du biofilm, comme
I’indique la faible intensité de la coloration violette. A I’inverse, les concentrations plus faibles
(6,25 %, 3,125 %, etc.) ont présenté une coloration plus intense, témoignant de la persistance
partielle du biofilm, bien qu’atténuée en comparaison avec le témoin négatif.

Ces résultats sont similaires a ceux publiés par Rohinishree, (2016), qui ont démontré
une activit¢ antibiofilm marquée de I’acide glycyrrhizique, principal composé actif de
Glycyrrhiza glabra L. contre les souches de Staphylococcus aureus. L’inhibition significative a
été observée méme a de tres faibles concentrations (0,025 mg/mL), confirmant ainsi 1’efficacité
de I’extrait.

Selon Semenescu et al, (2024) et Aladejana er al, (2024), confirment I’activité
antimicrobienne dose-dépendante des extraits éthanoliques et aqueux de Glycyrrhiza glabra L.
contre Staphylococcus aureus. Les extraits obtenus a partir des racines de cette plante ont montré
une inhibition progressive de la croissance bactérienne en fonction des concentrations appliquées,
traduisant un effet direct sur la viabilité de cellule bactérienne.

Par ailleurs, Rahinishree et Negi (2015), ont également observé que [’extrait
méthanolique de la réglisse a inhibé significativement la formation de biofilm de Staphylococcus
aureus, confirmant ainsi le potentiel antibiofilm de cette plante.

En outre, dans les travaux d’Al-Snafi, (2018), les extraits racinaires de Glycyrrhiza
glabra L. montrent une activité anti biofilm contre Staphylococcus aureus. Cet effet a été observé
avec des extraits hydroalcooliques et éthanoliques. Ces résultats confirment le potentiel
thérapeutique de cette plante contre les infections causées par staphylocoques (Rahinishree et

Negi 2015).
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Par ailleurs, selon Gangwar et al ., (2020), le glabridin, autre isoflavonoide, interfere
avec les protéines de surface de S. aureus, inhibant ainsi la formation du biofilm. Les extraits
¢thanoliques des feuilles de réglisse sembles étre tres efficaces.

En effet, les biofilms de S. aureus créent une matrice extracellulaire denses (EPS) qui
empéche la pénétration des antibiotiques, limite 1'acces des cellules immunitaires, et favorise la
survie bactérienne dans un environnement hyperglycémique (Hindol Ray e al .,2025).

L’¢tude d’Afonso et al., (2021) et Semenescu et al., (2024) suggere que G. glabra
possede un fort potentiel en tant qu’un agent phytothérapeutique naturel, notamment dans le
développement de formulations antiseptiques, ciblant les infections chroniques a biofilm comme

celles associées aux plaies du pied diabétique.

I11.4. Résultats de ’activité antioxydante
Le DPPH est un radical libre stable choisi pour évaluer I’activité antioxydante de 1’extrait
¢thanolique. Le test de piégeage du radical libre DPPH est simple, rapide et efficace a cause de la

grande stabilité du radical (Bozin et al., 2008).

Les résultats obtenus lors du test de mesure des pourcentages d’inhibition du radical

DPPH sont présentés dans le Tableau XVI.

Tableau XVI : Résultats du test de mesure du pourcentage d’inhibitions du radical DPPH.

Concentration | Pourcentage d’inhibition %
L’extrait de Glycyrrhiza glabra L. Vitamine C
100 48 ,57% 5,71%
250 55% 14,28%
500 65,71% 42,86%
1000 67,53% 51,42%

On remarque que le pourcentage d’inhibition du radicale libre (DPPH) augmente en

fonction de la concentration (Figure 26).
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Selon ces résultats, on constate que I’extrait éthanolique de Glycyrrhiza glabra L., la

vitamine C (acide ascorbique) exercent une activité inhibitrice significative.

Figure 26 : Résultats de I’activité antioxydante (Photos originales, 2025)

a : Extrait éthanolique et acide ascorbique ; b : extrait éthanolique avec DPPH ;
¢ : Acide ascorbique avec DPPH

e Résultats d’IC50
La concentration de l'antioxydant provoquant 50 % d'inhibition est estimée en tracant le
pourcentage d'inhibition en fonction des différentes concentrations. La valeur ECso est également
appelée ICs. Plus la valeur de I'ICso est faible, plus I’activité antioxydante est élevée
(Tomezyk,2021).
Les graphes suivants montrent le pourcentage d’inhibition de I’activit¢ du DPPH en

fonction de la concentration de I’extrait de Glycyrrhiza glabra L. et de la vitamine C.
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Pourcentage d'inhibition de I'extrait de Glycyrrhiza glabra L.
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Figure 27 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de I’extrait

éthanolique des racines de Glycyrrhiza glabra L.
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Figure 28 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de la
vitamine C.
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L'activité antioxydante de 1'extrait de racine de Glycyrrhiza glabra L. a été examinée par
le test DPPH et a montré une capacité antiradicalaire avec une ICso de 133 pug/ml, inférieure a
celle de la vitamine C (877 pg/ml) dans nos conditions expérimentales. Cette constatation met en
évidence une bonne activité antioxydante, et elle confirme I'intérét thérapeutique de la réglisse

dans le piégeage des radicales libres.

Ces résultats sont cohérents avec ceux de Sharma et al. (2013), ou une valeur ICso de
80 pg/ml a été documentée pour l'extrait de racine de G. glabra, contre 50 pg/ml pour 1’acide
ascorbique, signalant une activité marquée bien que modérée par rapport a 1'étalon. L'existence de
flavonoides, de tanins, de saponines et d'autres métabolites bioactifs trouvés dans cette recherche

est cohérente avec I’hypothése que ces métabolites sont a I'origine de 1'effet antioxydant noté.

Dans une autre étude menée par Mradu Gupta (2016), la valeur ICso de l'extrait
alcoolique a été déterminée a 1,424 + 0,013 mg/ml, tandis que I'extrait aqueux a donné une ICso
de 1,632 + 0,052 mg/ml, les deux valeurs sont supérieures a celle de 'acide ascorbique (0,879 +
0,273 mg/ml). L'auteur indique que la meilleure activité de 1'extrait alcoolique est due a sa teneur

plus ¢élevée en flavonoides.

Selon les données rapportées par Chopra et al., (2013), les extraits méthanoliques des
racines de réglisse ont présenté une ICso de 359,45 pg/ml, tandis que les travaux d’Al-Bachir et
Al-Adawi (2014), ont révélé une I1Cso bien plus faible, a 87,15 pg/ml, illustrant ainsi la variabilité
interétude liée a la méthode d’extraction, a I’origine botanique du matériel végétal et aux

conditions expérimentales.
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Conclusion

La plante Glycyrrhiza glabra L. a été¢ étudiée pour ses propriétés phytochimiques et
thérapeutiques, en particulier pour son potentiel antiseptique dans les soin et I’hygiéne des
infections du pied diabétique. Les travaux réalisés ont permis de caractériser divers métabolites

secondaires et d'évaluer les propriétés pharmacologiques de cette plante.

Le screening phytochimique des molécules bioactives a révélé la présence des saponines,
coumarine, tanins galliques, des flavonoides, des térpenoides, connus pour leur bonne activité

antioxydante et antimicrobienne.

Le produit formulé a base d'extrait éthanolique incorporé comme un macérat dans la
formulation d’une solution hygiénique a montré une bonne stabilité physico-chimique et une
conformité microbiologique, ce qui met en évidence son potentiel thérapeutique dans la prise en

charge des infections liées au pied diabétique.

Le criblage du pouvoir antimicrobien de 1'extrait éthanolique des racines de Glycyrrhiza
glabra L. in vitro a été réalisé par la méthode de diffusion radiale sur gélose, révélant ainsi une

forte activité antibactérienne vis-a-vis de 1'ensemble des souches de référence ATCC.

La solution hygiénique formulée a montré un pouvoir antibactérien significatif, avec des
zones d'inhibition allant de 13+0,3 mm a 49+0,1 mm contre les souches cliniques isolées :
Staphylococcus aureus, témoignant d’un effet antimicrobien marqué. Par ailleurs, Elle a
¢galement montré une grande efficacité face aux biofilms formés de Staphylococcus aureus ainsi
qu’aux souches de référence (ATCC), mettant en évidence son large spectre d’action

antimicrobien.

L'é¢tude de l'activité antioxydante par la méthode de réduction des radicaux libres (DPPH)
a révelé une activité modérée pour l'extrait éthanolique comparativement avec 1’acide ascorbique
avec un EC50 égal 133 ug/ml et 877 ug/ml respectivement. Cette activité antiradicalaire pourrait
étre due a la présence importante de métabolites secondaires, notamment les polyphénols, les

flavonoides, les terpenoides, les coumarines ...etc.

Au terme de cette étude, on peut conclure que Glycyrrhiza glabra L. est une plante
prometteuse et riche en substances biologiquement actives, conférant un grand intérét

pharmacologique notamment dans la prévention des infections et des ulceres du pied diabétique.
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Cependant, cette ¢tude reste préliminaire et nécessite des études approfondies par des
techniques analytiques performantes (HPLC et CG-MS), afin de déterminer les composés
chimiques responsables des effets biologiques et pharmacologiques ainsi leur mécanisme

d’action.

Une évaluation de la cytotoxicité sur les cellules humaines permis de garantir la sécurité
d’utilisation. Le potentiel antioxydant peut étre déterminé aussi par des tests complémentaires
(ABTS, FRAP, ORAC), mais une meilleure compréhension des effets thérapeutiques
proviendrait de 1'étude des mécanismes d'action par l'analyse des voies de signalisation (telles que
NF-kB, MAPK ou PI3K/Akt) et de I'expression de genes ou de protéines importants. De plus, des
¢tudes d'amarrage moléculaire pourraient modéliser les interactions entre les biomolécules de

I'extrait et leurs cibles bactériennes et/ou cellulaires.

De plus, des investigations phytochimiques et biologiques plus approfondies de cette
plante sont souhaitables, dont I’objectif est d’isoler, purifier et d’identifier les principes actifs
responsables de ces activités biologiques et d’¢largir I'arsenal thérapeutique des médicaments a

base de plantes médicinales.
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Annexes

Annexe 1

Instruments, Appareillage et réactifs utilisés

Tableau XVII : Matériel utilisé

Appareillage

Verrerie

Produits chimique

Milieu de cul-

Autre mateériel

Broyeur électrique
Etuve

Plaque chauffante
Agitateur
magnétique
Evaporateur rotatif
Autoclave

Bain Marie
Spectrophotometre
Réfrigérateur

Bec bunsen
Centrifugeuse
Distillateur
Balance de
précision
Microscope
optique
Centrifugeuse

pH meétre

Bécher
Erlenmeyers
Tubes a essais
Flacons

Fiole jaugée
Entonnoir
Eprouvette
Flacons en
verre

Ethanol96%
Méthanol

L’eau distillée
L’eau physiologique
L’eau osmosée
Trichlorure de fer
(FeCL3)
Hydroxyle de so-
dium (NaOH)
Acide chlorhydrique
(HCL)

NH40H
Chloroforme KOH
Ammoniaque
(NH40H)

Acide

sulfurique

H2S04

CuS04 a 2%.
Propanol

DPPH

Réactif Dra-
gendroff

lode

Liqueur de Fehling
Colorant de fushine
Crystal violet
Lugol

Benzoate de Sodium
H202

PBS

Acide ascorbique
Réactif wagner
Huile a émersion

ture

Bouillon nutritif
BHIB (Brain
Heart Infusion
Broth)
Bouillon tryp-
tone sel eau
(TSE)

Gélose nutritive
(GN)

Milieu Muller
Hinton (MH)
Gélose VRBL
(lactose bili¢e
au cristal violet
et rouge neutre)
G¢élose Sabou-
raud

milieu gélosé a
base d’agar au
mannitol salé
(Chapman)

Papier filtre
Boites de Pétri
Pipettes Pasteur
Ecouvillons
Barreau
magnétique
Lames /
lamelles
Seringues
Spatule
métallique
Pissette
Micropipettes
Embouts
Microplaques a
96 puits

Tubes secs
Bistouri stérile
N°21
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Figure 29 : Evaporateur
rotatif (Photo originale, 2025)

Figure 30 : Vitamine C
(Photo originale, 2025)

=

Figure 31 : Antibiotiques
GEN et P
(Photo originale, 2025)

Figure 32 : Microscope op-
tique de marque OPTIKA
(Photo originale,2025)

Figure 35 : Autoclave
(Photo originale,2025)

Figure 33 : Bain marie
(Photo originale,2025)

Figure 34 : Etuve de
marque FAITHFUL
(Photo originale,2025)

Figure 36 : Spectrophotométre

UV-Visible
(Photo originale,2025)
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e Milieu de culture

La préparation des milieux MH (Miiller-Hinton) et Chapman commence par la liquéfaction
des flacons de gélose correspondants au bain-marie. Une fois la gélose complétement liquéftie,
elle est versée dans des boites de Pétri de maniere stérile, puis laissée a refroidir et a solidifier a

température ambiante.

Figure 37 : Milieu MH Figure 38 : Milieu Chapman
(Photo originale, 2025) (Photo originale, 2025)

Figure 39 : Milieu GN Figure 40 : Milieu BHIB Figure 41 : Milieu TSE
(Photo originale, 2025) (Photo originale, 2025) (Photo originale, 2025)
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Annexe 2

Les feuilles

La tige

Figure 42 : Différentes parties aériennes du la plante
Glycyrrhiza glabra L. (Photo originale, 2025)
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Annexe 3

Rendement d’extraction

Tableau XVIII : Rendement d’extraction

1 essai 2 essai Rendement Ecart-type
(%)

Extrait éthanolique des
racines de 34,5 % 30,7 % 32,6 % 2,6870057685
Glycyrrhiza glabra L.

Figure 43 : Extrait éthanolique et extrait sec de Glycyrrhiza glabra L.
(Photo originale, 2025)
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Annexe 4
Screening phytochimique

Tableau XIX : Résultats des tests phytochimique

Meétabolites Indicateur de la Observation

secondaire réaction

Résultats

Flavonoides Incolore

++

Tanin galliques Brun foncé a noir

+++

Saponines Indice de mousse

++++(6,5 cm)

Apparition d’un
Coumarine trouble

++++

Composé phénolique Vert foncé

+++
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Réactif de Wagner
— précipité brun

+++

+++

+++

Alcaloides
Réactif de Dra-
gendorff — précipi-
té orange
Terpénoides Brun rougeatre
Protéines Verdatre
Amidon (Absence ou faible

quantité) ne donne
pas la couleur bleu

typique
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Lipides

Brunette au lieu de
violette

Stéroides (insaturés)

Coloration rouge

Anthocyanes

(leuco-anthocyanes)

Rouge

+++

Anthraquinones
libre

Coloration rosevif

+++
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Annexe 5

Population d’étude Critéres d’inclusion

e Population étudiée :

L’¢tude a porté sur les patients opérés en urgence ou selon un programme, hospitalisés dans
le service de médecine interne entre mars et mai 2025. Seuls les patients ayant présenté une
infection du pied diabétique ont été inclus.

e Analyse:

Des analyses bactériologiques ont été réalisées a partir de prélévements de pus recueillis sur
des ulceres neuropathiques infectés, afin d’identifier les agents pathogeénes responsables.

e Criteéres d’exclusion :

Les patients initialement opérés dans les autres services. Les patients non hospitalisés dans le
service de médecine interne de I’Etablissement Public Hospitalier de Blida Ibrahim Tarchichine

(EPH).
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Numéro
de patient

Age (ans)

Annexe 6
Fiche de prélévement

Type de diabete

La durée pendant
laquelle un patient est atteint de

diabéte

01 H 73 11 Plus de 20ans
02 H 74 11 Plus de 10ans
03 H 73 11 Plus de 20ans
04 H 54 11 Plus de 10ans
05 H 74 I Depuis 24ans
06 H 75 I Plus de 10ans
07 H 66 11 Depuis 20 ans
08 H 73 11 Depuis 15ans
09 H 74 11 /

10 H 79 11 Depuis 1992
11 H 78 11 Depuis 2018
12 H 41 I Depuis 30 ans
13 H 65 I Depuis 20ans
14 H 78 11 11 y’a 7ans
15 H 57 11 Depuis 10ans
16 H 79 11 Depuis 20 ans
17 H 77 11 Depuis 20 ans
18 H 42 I Depuis 10ans
19 H 42 11 Depuis 10ans
20 H 42 11 Depuis 10ans
21 H 71 I Depuis 20ans
22 H 76 I Depuis 30ans
23 H 75 11 Depuis 20ans
24 H 74 I Depuis 15ans
25 H 79 I Depuis 20ans
26 H 43 11 Depuis 10ans
27 H 71 11 Depuis 20ans
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Annexe 7

Tests biochimiques d’identification bactérienne (staphylococcus aureus)

» : Bacille Gram négatif ’/""
® :Cocci Gram positif -
o T )
|
o o Z ]
/§° \ .
Frottis Application de Application de Application Contre-coloration
bactérien violet de Lugol d'alcool éthylique avec de la Fuchsine
gentiane 60 sec 60 sec 1Ss 60 sec.

Figure 44 : Etapes de la coloration de Gram

Résultats de la coloration de gram : Observations au microscope optique (GX 400)

Figure 45 : Résultats de la coloration de Gram « Staphylococcus aureus : cocci en grappe de

raisin » Gram positif (Photos originales, 2025).



Annexes

1T ST Fiche technique

L'OXYDASE

1. Intérét
La recherche de l'oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les bactéries
a Gram -.

2. Principe

Le fest consiste a mettre en évidence la capacité que posséde la bactérie a oxyder un réactif
incolore (la NN-diméthyl-paraphényléne diamine) en un dérivé rose violacé.

NN-diméthyl-paraphényléne diamine — . Produit coloré
oxydation

incolore rose violacé

3. Yechnique

placer un disque non imprégné sur une lame a l'aide d'une pince flambée,
déposer une goutte de réactif sur le disque non imprégné,
avec une pipette Pasteur prélever une colonie sur milieu solide (GO) et la déposer

doucement sur le disque
Réactif
L\r' oxydase

Culture sur GO
Remarques :
o Ne pas utiliser I'anse métallique pour prélever les bactéries. En effef, le métal peut
tre recouvert d'un oxyde et donner un résultat faussement positif.

o Le milieu solide ne doit pas contenir d'indicateur de pH, ni de glucides

4. Lecture

Pas de lecture avant 30 secondes environ

Tdche rose violette Pas de tdche rose violette

La bactérie posséde l'activité oxydase, elle |La bactérie ne posséde pas l'activité oxydase,
est dite : elle est dite :

@

Oxydase +

Oxydase -

Causes d'erreurs :
o réalisation du test sur un milieu glucidique (une fermentation peut cacher une
respiration)
humidification trop importante du disque, entrainant une élimination du réactif
quantité de bactéries insuffisante
réactif périmé (I tester avec une souche oxydase + et une souche oxydase -)
utilisation d'un instrument « oxydase + »
lecture trop tardive : au dela de 30 secondes

0 00CO0O0

I S
e

Figure 46 : Résultats de test d’oxydase (Photo originale, 2025)
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LA CATALASE

1. Intérét

La recherche de la catalase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les
bactéries a Gram +.

2. Principe
La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d'hydrogéne (H0;) :
H202 — 10; + HO
produit toxique formation de
pour les bactéries bulles

Le test consiste @ mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde
d'hydrogéne (H:0;). Si elles possédent la catalase, elles dégradent le peroxyde d'hydrogéne
en eau et dioxygéne visible par la formation de bulles.

3. Technique

déposer sur une lame une goutte d'eau oxygénée (= peroxyde d'hydrogeéne) a l'aide d'une
pipette Pasteur

prélever une colonie a l'aide de l'anse

dissocier la colonie dans la goutte

Eau

oxygénée
(Hzoz)
Remarque : l'utilisation de l'anse est possible & condition gquelle ne posséde pas d'action

catalasique, ce que l'on vérifiera facilement par un test sans bactérie.

4. Lecture

Bulles d'oxygéne Pas de bulle

La bactérie posséde la catalase, elle est|La bactérie ne posséde pas la catalase, elle
dite : est dite :

Catalase + Catalase - O

Causes d'erreurs :
o réalisation du test sur un milieu contenant la catalase
Exemple : réalisation du fest & partir de colonies prélevées sur gélose au sang
(I'némoglobine posséde une activité catalasique pouvant donc donner des résultats
faussement positifs)
o quantité de bactéries insuffisante

o eau oxygénée périmée (la tester avec une souche catalase +)

Figure 47 : Résultats de test catalase (Photo originale, 2025)
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Teste coagulase

Staphylococcus aureus est connu pour produire de la coagulase, qui peut coaguler le plasma en

gel dans un tube ou agglutiner des coques dans une lame. Ce test est utile pour différencier

S.aureus des autres staphylocoques a coagulase négative. La plupart des souches de S.aureus

produisent deux types de coagulase, la coagulase libre et la coagulase liée. Alors que la coagulase

libre est une enzyme sécrétée de manicre extracellulaire, la coagulase liée est une protéine  as-

soci¢e a la paroi cellulaire. La coagulase libre est détectée dans le test de coagulase en tube et la

coagulase li¢e est détectée dans le test de coagulase sur lame. Le test de coagulase sur lame peut

étre utilisé pour dépister les isolats de S.aureus et la coagulase en tube peut étre utilisée pour la

confirmation.

1. Teste de coagulas sur lame

Principe : La coagulase liée est également appelée facteur d'agglutination. Il réticule les
chainesa et B du fibrinogeéne dans le plasma pour former un caillot de fibrine qui se  dépose
sur la paroi cellulaire. En conséquence, les coques individuelles se collent les unes aux autres

et une agglomération est observée.

Procédure : Des suspensions denses de Staphylocoques issues de cultures sont réalisées sur
les deux extrémités d'une lame de verre propre. L’un doit étre étiqueté comme « test » et
I’autre comme « contrdle ». La suspension de contrdle sert a exclure toute fausse positivité due
a ’autoagglutination. La suspension test est traitée avec une goutte de plasma citraté et bien
mélangée. L'agglutination ou 1'agglutination des coques dans les 5 a 10 secondes est ~ consi-
dérée comme positive. Certaines souches de S.aureus peuvent ne pas produire de  coagulase

lie et ces souches doivent étre identifiées par un test de coagulase en tube.

SLIDE COAGULASE TEST ©3Sridhar Rao
/ Test Cantrol / / Test d Control / / Test Control
Dense suspensions of One loopful of plasma is Clumping occurs in test,
test are made on slide added to test and mixed indicating it is S.aureus

Figure 48 : Teste de coagulase sur lame
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2. Teste de coagulase en tube :

e Principe : La coagulase libre sécrétée par S.aureus réagit avec le facteur de réaction de la
coagulase (CRF) dans le plasma pour former un complexe qui est la thrombine. Cela

convertit le fibrinogéne en fibrine, entrainant la coagulation du plasma.

e Procédure : Trois tubes a essai sont prélevés et étiquetés « test », « controle négatif » et «
controdle positif ». Chaque tube est rempli de 0,5 ml de plasma sanguin d’un patient sain. Au
tube étiqueté test, 0,1 ml de bouillon de culture de bactéries testées pendant une nuit est
ajouté. Au tube étiqueté contrdle positif, 0,1 ml de bouillon de culture pendant une nuit de
S.aureus connu est ajouté et au tube étiqueté controle négatif, 0,1 ml de bouillon stérile est
ajouté. Tous les tubes sont incubés a 37° C et observés pendant quatre heures maximums. Un
résultat positif est indiqué par une gélification du plasma qui reste en place méme apres
retournement du tube. Si le test reste négatif pendant quatre heures a 37° C, le tube est

conservé a température ambiante pour une incubation d'une nuit.

TUBE COAGULASE TEST
0.5 mlof1in10 0.1 ml of 0.1 ml of 0.1 ml of
diluted rabbit plasma test suspension known S.aureus sterile broth
\ / 7
Test Positive Negative Test Positive Negative
control  control control control

Figure 49 : Teste de coagulase en tube (Photo originale,2025)
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Annexe 8

Figure 50 : Réisolement des souches bactériennes de référence (ATCC) sur milieu GN

solide (Photo originale,2025).
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Figure 51 : Table de lecture des valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et

des CMI pour Staphylococcus spp (Photo originale,2025).
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Annexe 9

Valeurs des diametres de la zone d’inhibition et pourcentage d’inhibition de la solution

hygiénique.

Tableau XX : L’écart type des résultats de test d’aromatogramme

Solution hyéiginique de les rasines de
Glycyrrhiza glabral.

(1¢" essai) (2éme es- | (3éme essai) Moyenne Ecart-type
Souches pathogénes Diameétres sai) Dia- Diamétres
(mm) métres (mm)
(mm)

Staphylococcus aureus 01 15 14 12,5 14,5 1,2583057392
Staphylococcus aureus 02 15 15 15 15 0,0
Staphylococcus aureus 03 41 29 00 35 21,079216376
Staphylococcus aureus 04 18 14 15 16 2,0816659994
Staphylococcus aureus 05 20 20 20 20 0,0
Staphylococcus aureus 06 14 13 12 13 1,0
Staphylococcus aureus 07 14 13,5 13 14,5 0,5
Staphylococcus aureus 08 16 16 14 15 0,5773502691
Staphylococcus aureus 09 49 40 39 43 5,5075705472
Staphylococcus aureus 10 17 15 13,5 15 1,7559422921
Staphylococcus aureus 11 22 20 20 20,5 1,1547005383
Staphylococcus aureus 12 29,5 26 25,5 27 2,1794494717
Staphylococcus aureus 13 45 44 43 44 1,0
Staphylococcus aureus 14 50 49 00 49 28,583211719
Staphylococcus aureus 15 23,5 20 18 21 1,9803718715
Staphylococcus aureus 16 33 30 26 30 2,4874685927
Staphylococcus aureus 17 21 20 20 20 0,4330127018
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Annexe 10

Figure 52 : Résultats de la Concentration Minimale Inhibitrice CMI sur la microplaque

Pour les Staphylococcus aureus (Photo originale, 2025).

Figure 53 : Résultats de CMB de la microplaque pour les Staphylococcus aureus
(Photos originales, 2025).
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Figure 55 : Résultats de test antibiofilm pour Staphylococcus aureus
(Photo originale, 2025)
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Annexe 11

Tableau XXI : Résultats du test de DPPH (les densités optiques)

Concentration [pg/ml]

DO de I’extrait de

DO de la vitamine C

Glycyrrhiza glabra L.
100 0,036 0,074
250 0,031 0,06
500 0,024 0,04
1000 0,023 0,034
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Annexe 12

Etude statistique Analyse de variance ANOVA : un facteur 1.

e HO :

il n’y a pas de différence significative entre I’effet antibactérienne de I’extrait

¢thanolique des racines de Glycyrrhiza glabra L. et la Gentamicine sur les ATCC.

e HI1 : y’a une différence significative entre I’effet antibactérienne de I’extrait éthanolique

des racines de Glycyrrhiza glabra L. et la Gentamicine sur les ATCC.

RAPPORT DETAILLE
Nombre Somme  Moyenne Variance
Groupes d'échantillons
Diameétre
d'inhibition d'extrait 4 97 24,25 18,25
Diameétre
d'inhibition de GEN 4 119 29,75 30,25
ANALYSE DE VARIANCE
Valeur critique
Source des Somme des Degré Moyenne pour F
variations carrés de des F Probabilité
libertée carreés
Entre Groupes 60,5 1 60,5 2,49484536 0,165299625  5,987377607
A l'intérieur des groupes 145,5 6 24,25
Total 206 7

La probabilité¢ = 0.16 > a 0.05, HO est retenu et HI est rejetée, donc il n’y a pas de diffé-

rence significative entre I’effet antibactérien de 1’extrait éthanolique des racines de Glycyrrhiza

glabra L. et la gentamicine sur les ATCC.
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2.
e HO : il n’y a pas de différence significative entre 1’effet antibactérienne de 1’extrait
¢thanolique des racines de Glycyrrhiza glabra L. et la Pénicilline sur les ATCC.
e HI1 : y’a une différence significative entre 1’effet antibactérienne de I’extrait éthanolique
des racines de Glycyrrhiza glabra L. et 1a Pénicilline sur les ATCC.
RAPPORT DETAILLE
Nombre
Groupes d'échantillons ~ Somme  Moyenne  Variance
Diametre
d'inhibition d'extrait 4 97 24,25 18,25
Diamétre
d'inhibition de PEN 4 35 8,75 306,25
ANALYSE DE
VARIANCE
Valeur cri-
Source des Somme des  Degré de  Moyenne tique pour F
variations carrés liberté  des carrés F Probabilité
Entre Groupes 480,5 1 480,5 2,9614792 0,136056099 5,987377607
A l'intérieur des groupes 973,5 6 162,25
Total 1454 7

La probabilité = 0.14 > a 0.05, HO est retenu et H1 est rejetée, donc il n’y a pas de différence

significative entre I’effet antibactérien de I’extrait éthanolique des racines de Glycyrrhiza

glabra L. et la pénicilline sur les ATCC.
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e HO : il n’y a pas de différence significative entre I’effet antibactérienne de la solution
hygiénique et la gentamicine sur les bactéries d’origine des prélévements cliniques.
e HI1 : y’a une différence significative entre |’effet antibactérienne de la solution

hygiénique et la gentamicine sur des bactéries d’origine des prélévements cliniques.

RAPPORT DETAILLE
Nombre
Groupes d'échantillons Somme Moyenne Variance
Diamétre d'inhibition de
la solution hygiénique 17 409 24,05882353 137,933824
Diameétre d'inhibition
de la gentamicine 17 295 17,35294118 98,8676471
ANALYSE DE VA-
RIANCE
Valeur
Source des Somme des ~ Degréde Moyenne critique pour
variations carres liberte des carrés F Probabilite F
Entre Groupes 382,2352941 1 382,2352941 3,22831858 0,081820265 4,149097446

A l'intérieur des groupes  3788,823529 32 118,4007353

Total 4171,058824 33

La probabilité = 0.08 > a 0.05, HO est retenu et H1 est rejetée, donc il n’y a pas de différence
significative entre 1’effet antibactérien de la solution hygiénique et la gentamicine sur les bacté-

ries d’origine des préleévements cliniques.
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e HO : il n’y a pas de différence significative entre 1’effet antibactérienne de la solution
hygiénique et la pénicilline sur les bactéries d’origine des prélévements cliniques.
e HI1 : y’a une différence significative entre 1’effet antibactérienne de la solution hygiénique

et la pénicilline sur des bactéries d’origine des prélévements cliniques.

RAPPORT DETAILLE
Groupes Nombre Somme Moyenne Variance
d'échantillons
Diamétre d'inhibition de la 17 410 24,11764706 138,829044
solution hygiénique
Diamétre d'inhibition 17 92 5,411764706 47,2573529
de la pénicilline
ANALYSE DE
VARIANCE
Somme des Degrée de  Moyenne des F Probabilite  Valeur cri-
Source des variations carres liberté carres tique pour F'
Entre Groupes 2974,235294 1 2974,235294 31,9661764 2,96341E- 4,149097446
06
A l'intérieur des groupes  2977,382353 32 93,04319853
Total 5951,617647 33

La probabilité¢ = 2.96 > a 0.05, HO est fortement retenu et H1 est rejetée, donc il n’y a pas
de différence significative entre I’effet antibactérien de la solution hygiénique et la pénicilline sur

les bactéries d’origine des prélévements cliniques.
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5.

e HO : il n’y a pas de différence significative entre 1’activité antioxydante de I’extrait

éthanolique des racines de Glycyrrhiza glabra L. et I’acide ascorbique.

e H1 : y’a une différence significative entre 1’activité antioxydante de I’extrait éthanolique

des racines de Gycyrrhiza glabra L. et I’acide ascorbique.

RAPPORT DETAILLE

Groupes

Pourcentage d'inhibition
d'extrait de Glycyrrhiza
glabra L
Pourcentage d'inhibition de
la
I’acide ascorbique

ANALYSE DE VARIANCE

Source des variations

Entre Groupes
A l'intérieur des groupes

Total

Nombre

d'echantillons

Somme des
carres

1877,00645
1695,51615

3572,5226

Somme Moyenne Variance

236.81 59.2025 80.8019583

114.27 28.5675 484.370092

Degré de  Moyenne des F Probabilité

liberté carrés
1 1877,00645 = 6,64224797 = 0,041923845
6 282,586025
7

Valeur critique
pour F'
5,987377607

La probabilité = 0,04 < a 0.05, HO est rejetée et H1 est retenu, donc y’a une différence

significative entre 1’activité¢ antioxydante de 1’extrait éthanolique des racines de Glycyrrhiza

glabra L. et I’acide ascorbique.
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